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(57) Abstract: The invention relates to agents used in the treatment, therapy and inhibition of Flaviviridae virus infections contain- 
ing, as active constituents, proteasome inhibitors. The agents, which are used for inhibiting the release, maturation and replication of 
Flaviviridae, in pharmaceutical preparations contain, as active constituents, substance classes which are similar in that they inhibit 
the 26S proteasome. This includes, above all, proteasome inhibitors that influence the activities of the ubiquitin/proteasome pathway, 
particularly the enzymatic activities of the 26S and of the 20S proteasome complex. The invention is used in the antiviral therapy of 
Flaviviridae infections, especially in preventing the establishment and the sustainment of a chronic hepatitis C virus infection and 
of hepato-pathogenesis associated therewith. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Mittel zur Behandlung, Therapie und Hemmung von Flaviviridae Virusinfektionen, 
die als wirksame Komponente Proteasom-Inhibitoren enthalten. Die zur Hemmung der Freisetzung, Reifung und Replikation von 
Flaviviridae eingesetzten Mittel in pharmazeutischen Zubereitungen enthalten als wirksame Komponente Substanzklassen, denen ge- 
meinsam ist, dass sie das 26S Proteasom in Zellen inhibieren. Dazu gehoren vor allem Proteasom-Inhibitoren, welche die Aktivitaten 
des Ubiquitin/Proteasom-Pathway beeinflussen, insbesondere die enzymatischen Aktivitaten des 26S und des 20S Proteasom-Kom- 
plexes. Die Anwendung der Erfindung liegt in der anti-viralen Therapie von Flaviviridae-Infektionen, speziell in der Verhinderung 
der Etablierung sowie der Aufrechterhaltung einer chronischen Hepatitis-C-Virus-Infektion und einer damit assoziierten Hepatopa- 
thogenese. 
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Mittel zur Behandlung von F/av/v/rwtae-Infektionen 

Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft Mittel (Proteasom-Inhibitoren) zur Vorbeugung, Behandlung, 
Therapie und Hemmung der von verschiedenen Mitgliedern der Virusfamilie Flaviviridae 
(Genera: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus) verursachten Rrankheiten beim Menschen und 
bei Tieren. Dies betrifft insbesondere die durch Hepaciviren (Hepatitis-C-Viren oder HCVs; 
Abkurzungsverzeichnis hinter den Beispielen) verursachten Krankheiten, speziell Hepatitis 
beim Menschen. Dartiber hinaus betrifft dies die von Pestiviren wie BVDV (Virus der bovi- 
nen viralen Diarrhoe) und CSFV (Virus der klassischen Schweinepest) verursachten Kran- 
kenheiten bei Tieren und die von Flaviviren wie zum Beispiel West-Nil-, Dengue- und Frtth- 
sommer-Meningoenzephalitis (FSME) Viren verursachten Krankheiten bei Menschen und 
Tieren. 

[0002] Die Anwendung der erfindungsgemaflen Mittel in pharmazeutischen Zubereitungen 
fiihrt vorwiegend oder ausschlieBlich zur Freisetzung von nicht infektiosen Viren aus infizier- 
ten Zellen. Die gleichen Mittel konnen die Ausbreitung einer akuten Infektion in Zellkulturen 
wie auch im infizierten Organismus begrenzen, da alle Nachkommenviren, produziert unter 
Behandlung mit diesen Mitteln, nicht oder so gut wie nicht infektiOs sind. Des weiteren sind 
die Mittel fur nicht proliferierende Hepatozyten und Non-Parenchymzellen der Leber weniger 
toxisch als fur Hepatomazellen. Damit sind diese Mittel fur eine bevorzugte Zerstorung von 
Leberkarzinomzellen geeignet, zum Beispiel von hepatozellulSren Karzinomen (HCC) in 
HCV-infizierten Patienten. Bei den Mitteln handelt es sich um verschiedene Substanzklassen, 
welchen gemeinsam ist, dass sie das 26S Proteasom in Zellen inhibieren. Am Beispiel von 
Vertretern der Genera Flavivirus und Pestivirus wird gezeigt, dass diese Mittel, die Protea- 
som-Inhibitoren, die Freisetzung von infektiosen Viren aus infizierten Wirtszellen drastisch 
reduzieren. Das Pestivirus BVDV dient dabei aufgrund einer ausgeprSgten Homologie sowohl 
der Struktur des Viruspartikels als auch der Genomorganisation als Surrogat-Modell fur das 
HCV, fur das selbst kein infektioses Zellsystem zur Verfugung steht. Markantestes Anwen- 
dungsbeispiel fur diese Erfindung sind die anti-virale Therapie von Hepatitis-Infektionen, 
speziell zur Verhinderung der Etablierung sowie der Aufrechterhaltung einer akuten und 
chronischen HCV-Infektion. Weiter Anwendungsbeispiele betreffen die Behandlung von 
BVDV-Infektionen beim Rind und CSFV-Infektionen beim Schwein. Daruber konnen diese 
Mittel auch bei der Vorbeugung und Behandlung von Infektionskrankheiten Anwendung fin- 
den, die von Flaviviren wie West-Nil-Virus, Gelbfieber-Virus, Dengue-Virus und Frtthsom- 
mer-Meningoenzephalitis (FSME) Virus verursacht werden. Dem bisherigen Erkenntnisstand 
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zufolge ist davon auszugehen, dass mit Proteasom-Inhibitoren die Viramie sowohl bei einer 
Neuinfektion als auch bei chronischen Infektionen unterdruckt und der Erfolg einer Viruseii- 
minierung durch das eigene Immunsystem und/oder durch bekannte Mittel mit ahnlicher oder 
anderer Wirkung erhSht werden kann. Die Folgen zum Beispiel einer HCV-Infektion - wie 
z.B. Leberschadigungen unterschiedlichen Schweregrades bis hin zur Entwicklung einer Le- 
berzirrhose/Fibrose oder eines Leberkarzinoms - konnen durch den Einsatz von Proteasom- 
Inhibitoren verhindert, gemindert oder revertiert werden. 

Charakteristik des bekannten Standes 
0. Einleitung 

[0003] Eines der groBten Weltgesundheitsprobleme (ca. 3% der Weltbevolkerung sind betrof- 
fen) ist die Infektion mit Hepatitis-C-Virus (HCV). Wichtigstes Merkmal von HCV- 
Infektionen ist ein oft lebenslang andauernder chronischer Virus-TrSgerstatus der betroffenen 
Personen: Mehr als 70% der HCV-Infizierten entwickeln eine chronische Hepatitis, die zu 
chronisch aktiver Hepatitis verschiedener Schweregrade bis hin zu Leberzirrhose und Fibrose 
(10-20% aller Falle) fuhren kann. Unabhangig davon entstehen bei 1 bis 5% der chronisch 
Infizierten primare hepatozellulare Karzinome (HCC; fur Reviews siehe Lindenbach and Ri- 
ce, 2001 sowie Major et al. 9 2001). Dariiber hinaus werden HCV-Infektionen ursachlich noch 
mit mehr als 30 weiteren Erkrankungen beim Menschen in Verbindung gebracht, darunter mit 
bedeutenden Autoimmunerkrankungen wie der Typ II Kryoglobulinamie (mixed type II cry- 
oglobulinemia, MC; Agnello, 2000). HCV-Infizierte werden in der Regel mit einer Kombina- 
tion von Interferon-alpha und Ribavirin behandelt. Diese Methode ist aber mit starken Ne- 
benwirkungen behaftet und fuhrt nur in etwa der Halfte aller Falle zur Eliminierung des Virus 
aus dem Korper. Diese unbefriedigende Situation liegt zum einen an der generell breiten Viel- 
falt der HCV-Varianten: Zur Zeit werden sechs Genotypen unterschieden; diese lassen sich 
wiederum in eine Reihe von Subtypen und Stammen diversifizieren (fur Review siehe Bukh 
et al. 9 1995). Zum anderen entwickeln sich in den chronisch infizierten Individuen eine Viel- 
zahl neuer genetischer Varianten. Die genetische Variability von HCV ist wahrscheinlich 
auch die Ursache fur die ineffiziente Immunantwort, die bei der Mehrheit der HCV-Infizierten 
beobachtet werden kann. Aus diesem Grund konnten bisher weder prophylaktische noch the- 
rapeutische Impfmethoden entwickelt werden. Auch die passive Gabe von HCV-spezifischen 
neutralisierenden Antikorpern und/oder Medikamenten bei Lebertransplantierten verhindert 
oft nicht die Neuinfektion der transplantierten Leber. Immunsuppression von Patienten mit 
abklingenden Hepatitiden oder nach einer Lebertransplantation kann zur Reaktivierung von 
latent vorhandenen Viren filhren. Urn die Probleme der bisher verfugbaren antiviralen und 
therapeutischen Mittel fur die Hepatitis C zu umgehen, sind neue Therapieansatze notwendig. 
Vor dem Hintergrund der Virusvariabilitat sind dabei vor allem solche Methoden von groBer 
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Bedeutung, die konservierte zellulare Faktoren beeinflussen, die fur die Vermehrung dieser 
Viren in der Wirtszelle essentiell sind. Solche Mittel werden in dieser Erfindung beschrieben. 
Da bisher weder effizient infizierbare Zellen in Kultur noch ein praktikables Tiermodell fur 
HCV zur Verfugung stehen, wurden hierzu Studien mit dem HCV-verwandten Pestivirus 
BVDV durchgefuhrt. Die Ahnlichkeit des Lebenszyklus von BVDV und HCV wurde in einer 
Reihe vorangehender Arbeiten demonstriert (fur Review siehe Lindenbach and Rice, 2001). 
Dariiber hinaus wurden Experimente mit einem anderen, phylogenetisch weiter entfernten 
Vertreter der Flaviviridae Familie, dem West-Nil Flavivirus, durchgefuhrt. Die Erfindung be- 
trifft die uberraschende Erkenntnis, dass Inhibitoren des zellularen 26S Proteasoms die Pro- 
duktion von infektiosen Viren sowohl aus BVDV als auch aus West-Nil-Virus-infizierten Zel- 
len verhindern. Der homologe Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf die Vermehrung von 
Pestiviren und Flaviviren impliziert einen ahnlichen Wirkmechanismus dieser Mittel bei alien 
Vertretern der Flaviviridae Familie; dieser beruht wahrscheinlich ursachlich auf der homolo- 
gen Struktur der Virionen der Flaviviridae. Neben der antiviralen Wirkung wurde festgestellt, 
dass der zytotoxische Effekt von Proteasom-Inhibitoren bei Hepatomazellen (Leberkrebszel- 
len), die sich schnell teilen, signifikant starker ausgepragt ist als bei langsam teilenden prima- 
ren Hepatozyten. Aufgrund dieser Eigenschaften sind Proteasom-Inhibitoren besonders fur 
die Therapie von HCV-verursachten Lebererkrankungen und Leberkarzinomen geeignet. Die 
Wirkung von Proteasomen-Inhibitoren auf Pestiviren legt nahe, diese Mittel bei der Bekamp- 
fung der verbreiteten Tierpathogene BVDV (Ursache von boviner Virus-Diarrhoe und bovi- 
ner mucosal disease, MD) und CSFV (Ursache der Schweinepest) einzusetzen (ftir Review 
siehe Thiel, 1996). Die Wirkung von Proteasom-Inhibitoren auf die Vermehrung von Flavivi- 
ren eroffhet Anwendungsmoglichkeiten bei zahlreichen durch Flaviviren verursachten Krank- 
heiten beim Menschen und bei Tieren, darunter Fieber, Enzephalitiden und Hamorrhagien. 
Bedeutungsvoll ist in diesem Kontext vor allem das Dengue-Fieber-Virus, gegen das es bisher 
nur unzureichende Vakzine und Behandiungsformen gibt (fur Review, siehe Burke and Mo- 
nath, 2001). 

1 . Funktion des Ubiquitin/Proteasom-Pathwav 

[0004] Proteasomen stellen die hauptsSchliche proteolytische Komponente im Zellkem und 
Zytosol aller eukaryotischen Zellen dar. Es sind multikatalytische Enzymkomplexe, die ca. 
1% der Gesamt-Zellproteine ausmachen. Proteasomen uben eine vitale Rolle in vielfaltigen 
Funktionen des Zellmetabolismus aus. Die hauptsachliche Funktion ist die Proteolyse von 
missgefalteten, nicht-funktionellen Proteinen und der schnelle Abbau regulatorischer Protei- 
ne. Eine weitere Funktion hat der proteasomale Abbau von zellularen oder viralen Proteinen 
fur die T-Zell-vermittelte Immunantwort durch die Generierung von Peptidliganden flir Major 
Histocompatibilitats Klasse-I-Molekiile (fur Review siehe Rock und Goldberg, 1999). Protea- 
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som-Targets werden in der Regel durch die Anheftung von oligomeren Formen von Ubiquitin 
(Ub) fur den Abbau markiert. Ub ist ein hochkonserviertes, 76 Aminosauren langes Protein, 
das kovalent an Targetproteine gekoppelt wird. Die Ubiquitinylierung selbst ist reversibel, 
und Ub-Molekiile konnen durch eine Vielzahl von Ub-Hydrolasen von dem Targetmolekul 
wieder entfernt werden. Die Verbindung zwischen der Ubiquitinylierung von Targetproteinen 
und der proteasomalen Proteolyse wird allgemein als Ubiquitin/Proteasom-System (UPS) be- 
zeichnet (fur Review siehe Rock und Goldberg, 1999; Hershko und Ciechanover, 1998). 
[0005] Das 26S Proteasom ist ein 2.5 Mda groBer Multienzym-Komplex, welcher aus ca. 31 
Untereinheiten besteht Die proteolytische Aktivitat des Proteasom-Komplexes wird durch 
eine zylinderfcJrmige, 700 kDa grofte und aus vier ubereinander liegenden Ringen bestehende 
Core-Struktur, dem 20S Proteasom, realisiert. Das 20S Proteasom bildet einen aus 14 nicht 
identischen Proteinen bestehenden komplizierten Multienzymkomplex, der in zwei oc-und 
zwei p-Ringen in einer aPPoc-Reihenfolge angeordnet ist. Die Substratspezifitat des 20S Pro- 
teasom umfasst drei wesentliche Aktivitaten: Trypsin-, Chymotrypsin- und Postglutamyl- 
Peptid hydroiysierende- (PGPH) oder auch Kaspase-ahnliche Aktivitaten, welche in den 0- 
Untereinheiten Z, Y und Z lokalisiert sind. Das 20S Proteasom degradiert in vitro denaturierte 
Proteine unabhangig von deren Poly-Ubiquitinylierung. Dagegen werden in vivo enzymati- 
sche Aktivitaten des 20S Proteasoms durch Anlagerung der 19S regulatorischen Untereinhei- 
ten reguliert, welche zusammen das aktive 26S Proteasom Partikel bilden. Die 19S regulatori- 
schen Untereinheiten sind bei der Erkennung von poiy-ubiquitinylierten Proteinen sowie bei 
der Entfaltung von Targetproteinen beteiligt. Die Aktivitat des 26S Proteasom ist ATP- 
abhangig und degradiert fast ausschlielilich nur poly-ubiquitinylierte Proteine (fur Review 
siehe Hershko und Ciechanover, 1 998). 

1.1. Bedeutung des UPS in der Pathogenese klinisch relevanter Krankheiten 
[0006] Die zentrale Rolle des UPS in der Zelle erklart die Bedeutung dieses Systems fur zahl- 
reiche pathologische Erscheinungen (fur Review siehe Ciechanover et aL, 2000). Beispiels- 
weise ist der Level des Tumorsuppressor-Proteins p53 in besonders aggressiven Formen von 
zervikalen Karzinomen extrem niedrig, die durch bestimmte Isolate des Humanen Papilloma- 
virus (HPV) ausgelost werden. Das HPV onco-Protein E6 induziert den Abbau des Suppres- 
sorproteins p53 uber das UPS. 

[0007] Bei der Entstehung von colorektalem Cancer spielt p-Catenin, ein liber das UPS regu- 
lierter zellulSrer Faktor, eine wichtige Rolle in der Signal-Transduktion und Differenzierung 
von colorektalem Epithelium. AuBerdem besteht eine Korrelation zwischen dem Level an 
p27, einem Gl-Cyclin CDK-Inhibitor und dem Entstehen von colorektalen Cancer und Brust- 
krebs. Der Abbau von p27 durch das UPS ist entscheidend fiir den (Jbergang von Gl- zur S- 
Phase wahrend der Zellteilung. 
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[0008] Eine Rolle des UPS bei Erbkrankheiten ist bekannt, so fur den Pathomechanismus von 
Cystischer Fibrosis, dem Angelmans-Syndrom sowie dem Liddle-Syndrom. Auch bei neuro- 
degenerativen Erkrankungen spielt das UPS eine Rolle: Die Akkumulation von Ubiquitin- 
Konjugaten wurde in pathologischen Lasionen bei Alzheimer und Parkinson berichtet. Bei 
Huntington akkumulieren die Proteine Huntingtin und Ataxin in Proteasom-aktiven nuklearen 
Strukturen im Zellkern. Eine zentrale Funktion ubt das UPS bei Erkrankungen des Immunsys.- 
tems aus. Zum einen ist der 26S Proteasom-Komplex die hauptsachliche Protease in der 
MHC-I-Antigenprozessierung 5 und zum anderen kann die Aktivitat des Proteasoms selbst so- 
wohl durch y-Interferon induzierbare katalytische p-Untereinheiten als auch durch die regula- 
torische Untereinheit PA28 manipuliert werden. Viele entziindliche und immunologische 
Krankheiten stehen im Zusammenhang mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB, welcher ver- 
schiedene Gen-Funktionen in der Immunantwort reguliert. Die Aktivierung von NF-kB, die 
durch Ubiquitinylierung und spezifische Spaltung eines Vorlauferproteins durch das Protea- 
som gesteuert wird, fuhrt zur erhohten Expression von verschiedenen Zytokinen, Adhasions- 
molekulen, entztindlichen und Stress-Response-Proteinen sowie Immunrezeptoren. 
[0009] Diese Zusammenhange erklaren das Interesse an einer pharmakologischen Anwen- 
dung von Substanzen, die das UPS regulieren. 

1 .2. Proteasom-Inhibitoren 

[0010] Verschiedene Substanzklassen sind als Proteasom-Inhibitoren bekannt. Es sind zum 
einen chemisch modifizierte Peptidaldehyde wie der Tripeptidaldehyd N-carbobenzoxyl-L- 
leucinyl-L-leucinyl-L-leucinal (zLLL; auch als MG132 bezeichnet) sowie das wirksamere 
Borsaure-Derivat MG232. zLLL und davon abgeleitete Derivate. Sie blockieren das Protea- 
som reversible durch Ausbildung einer transienten Hemiacetal-Struktur mit der katalytisch 
aktiven Threonin-Hydroxyl-Seitenkette in Position 1 der p -Untereinheit des 26S Proteasoms. 
Ahnlich zu zLLL wurde eine weitere Klasse von modifizierten Peptiden, die Peptid-Vinyl- 
Sulfone, als Proteasom-Inhibitoren beschrieben (fur Review siehe Elliott und Ross, 2001). 
[0011] Natiirlich vorkommende Substanzen sind Lactacystin (LC) (Fenteany et al., 1995), das 
aus Streptomyceten, sowie Epoxomycin, das aus Aktinomyzeten gewonnen wird (Meng et al., 
1999a,b). LC ist ein hoch spezifischer, irreversibel wirkender Proteasom-Inhibitor, welcher 
hauptsachlich die Chymotrypsin und die Trypsin-ahnlichen Aktivitaten des 26S Proteasom- 
Partikels blockiert (Fenteany et al., 1995). LC hat keine Peptid-Grundstruktur, sondern be- 
steht aus einem y-Lactam-Ring, einem Cystein und einer Hydroxy-butyl-Gruppe. LC selbst 
inhibiert nicht das Proteasom. Vielmehr wird in wassriger Losung der N-Acetyl-Cystein-Rest 
hydrolysiert. Das Resultat ist die Bildung eines Clastolactacystein P-Lactons, das in der Lage 
ist, Zellmembranen zu penetrieren. Nach Zellaufhahme kommt es zum nukleophilen Angriff 
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des p-Lacton-Rings und anschlieflender Transesterifizierung der Threoninl-Hydroxyl-Gruppe 
der p-Untereinheit (Fenteany et al., 1995). Hinsichtlich Spezifitat und Wirksamkeit ist Epo- 
xomycin der bislang wirksamste aller bekannten naturlichen Proteasom-Inhibitoren (Meng et 
al., 1999;a, b). 

[0012] Eine weitere und sehr potente Klasse an synthetischen Proteasom-Inhibitoren sind 
Borsaure-Peptid-Derivate, insbesondere die Verbindung Pyranozyl-Phenyl-Leuzinyl-Borsaure 
mit dem Namen "PS-34r f . PS-341 ist unter physiologischen Bedingungen sehr stabil und 
nach intravenoser Applikation bioverfugbar (Adams und Stein, 1996; Adams et ah, 1999, US 
1 448.0 12TW01). Die besondere Wirksamkeit von PS-341 als Proteasom-Inhibitor wird ver- 
mutlich durch die sehr stabile Bindung zwischen Borsaure- und Hydroxyl-Gruppe der kataly- 
tisch aktiven Seitenkette von Thrl in der aktiven p-Untereinheit des 20S-Proteasoms (Ki = 
0.6 nM) realisiert (Adams und Stein, 1996). AuBer dem Proteasom ist bislang keine zellul£re 
Protease bekannt, welche durch PS-341 beeinflusst wird. Verschiedene BorsSure-Peptid- 
Derivate wurde auf Wirkung als Proteasom-Inhibitor bereits getestet (Adams et aL, 1998). 
Dabei wurde festgestellt, dass Leucin, bevorzugt in PI -Position, sowie relativ groBe hydro- 
phobe Seitenketten (zum Beispiel Naphthylalanin) in P2 und P3 die Wirksamkeit und den Ki- 
Wert (inhibitorische Konstante) des Inhibitors verbessern (Adams et al., 1998). 

1.2.1. Klinische Applikation von Proteasom-Inhibitoren 

[0013] Die Hemmung der Proteasom-Aktivitat als hauptsachliche zellulare Protease kann zu 
Veranderungen in der Regulation des Zellzyklus, der Transkription, der gesamten zellularen 
Proteolyse, sowie der MHC-I Antigenprozessierung fuhren (fur Review siehe Ciechanover et 
al., 2000). Demzufolge ist eine dauerhafte Inhibierung aller enzymatischen Aktivitaten des 
Proteasoms mit dem Leben einer Zelle und somit des Gesamtorganismus nicht vereinbar. Be- 
stimmte, reversibel wirkende Proteasom-Inhibitoren konnen jedoch selektiv einzelne proteo- 
lytische Aktivitaten des 26S Proteasoms inhibieren, ohne dabei andere zellularen Proteasen zu 
beeinflussen. Die Zytotoxizitat solcher Inhibitoren ist daher wesentlich geringer im Vergleich 
zu relativ unspezifisch wirkenden Peptidaldehyden wie zLLL. Erste klinische Studien mit 
Proteasom-Inhibitoren (Adams et al., 1999) verdeutlichen, dass diese Substanzklasse ein e- 
normes Potential als Pharmaka mit einer vielfaltiger Anwendungsbasis hat (fur Review siehe 
Elliot und Ross, 2001). 

[0014] Die Bedeutung von Proteasom-Inhibitoren als neues therapeutisches Prinzip hat in den 
vergangenen Jahren zunehmende Aufmerksamkeit erfahren, insbesondere bei der Behandlung 
von Krebs und entztindlichen Erkrankungen (fur Review siehe Elliot und Ross, 2001). Bis- 
lang ist der Einsatz fur die breite klinische Anwendung am Menschen noch nicht zugelassen, 
die pharmazeutische Industrie arbeitet aber intensiv an der Entwicklung von neuen Medika- 
menten auf der Basis von in vivo-vertraglichen Proteasom-Inhibitoren. Die Firma "Millenni- 
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um Inc." (Cambridge, MA, USA) entwickelte Proteasom-Inhibitoren fiir entztindungshem- 
mende, immunmodulatorische und antineoplastische Therapien, insbesondere Bors&ure- 
Derivate von Di-Peptiden, und dabei insbesondere die Verbindung PS-341 (Adams et al., 
1999). Die orale Applikation von PS-341 hat im Ratten-Modell eine entzundungshemmende 
Wirkung in Streptokokken-induzierter Polyarthritis und Leber-Entzundung (Palombella et al., 
1998). Im Maus-Modell zeigt PS-341 anti-neoplastische Wirkung bei Lungenkarzinomen und 
hat aufierdem additive Wirkung in Verbindung mit Zytostatika (Teicher et al., 1999). In vitro- 
Versuche demonstrierten eine sehr gute Wirksamkeit gegenuber soliden humanen Ovarien- 
und Prostata-Tumorzellen (Frankel et al., 2000). PS-341 ist der bislang einzige klinisch er- 
probte Proteasom-Inhibitor. Phase I Studien an PS-341 demonstrierten eine gute Bio- 
Verfugbarkeit und pharmakokinetisches Verhalten (Lightcap et al., 2000). Phase I- und Phase 
II-klinische Studien in Patienten mit unterschiedlichen Krebserkrankungen, wie zum Beispiel 
hamatologischen Malignancies als soliden Tumoren, wurden bereits abgeschlossen. Neben 
uberraschenden therapeutischen Effekten in verschiedenen Tumor-Patienten ist bemerkens- 
wert, dass keine Dosis-limitierende Toxizitat bei der Behandlung mit PS-341 beobachtet wer- 
den konnte. Die Informationen dazu wurden in Pressemitteilungen von Millennium Inc. vor- 
gestellt. (publiziert unter 

http:biz.yahoo.eom/prnews/0 1 030 1 /neth003 .html; 
http:biz.yahoo.com/prnews/010301/neth003.html; 
http://www.mlnm. com.releases.pr052300_J,shtml; 
http://www.cancernet.nci.nij .gov/; 

http://www3.manderson.org/leukemia/insight/letter52.html. 

[0015] Eine weitere klinische Anwendung von Proteasom-Inhibitoren, insbesondere solche, 
die von der Firma Millennium Inc. entwickelt wurden, deutet sich bei entzUndlichen und Au- 
to-Immunerkrankungen an. Diese werden allgemein ausgelost durch eine Kaskade der Zyto- 
kin- und Chemokin-Produktion sowie der Expression von bestimmten Zelladhasionsmoleku- 
len. Eine zentrale Stellung nimmt hierbei der Transkriptionsfaktor NF-kB ein. Dieser ist not- 
wendig fur die Expression einer Reihe von pro-inflammatorischen Faktoren. NF-kB, als ein 
Vertreter der Rel-Proteine besteht aus einem Heterodimer von p50 und p65 (RelA) Unterein- 
heiten (fur Review siehe Baldwin, 1996). In ruhenden Zellen garantiert die Bindung des inhi- 
bitorischen Faktors IkB an NF-kB iiber Maskierung des nukleares Lokalisationssignal des 
p50/p65 Heterodimers die Lokalisation von NF-kB im Zytosol und zwar in einer latenten, in- 
aktiven Form. Signale der Zellaktivierung, zum Beispiel Zytokine oder virale Infektionen 16- 
sen die Phosphorylierung und poly-Ubiquitinylierung von IkB und damit die Aktivierung von 
NF-kB aus. Nach Aktivierung translokiert NF-kB in den Zellkern und stimuliert die 
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Transkription von verschiedenen Genen, vor allem von Zytokinen, Chemokinen und Zellad- 
hasionsmolekiilen. Diese Faktoren sind in der Summe involviert in der Regulation von immu- 
nologischen und inflammatorischen Prozessen. Durch Proteasom-Inhibitoren kann der Abbau 
von IkB und somit die Aktivierung von NF-kB blockiert werden (Palombella et al., 1994). 
[0016] In einem Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass der Proteasom-Inhibitor PS-519 
(ein P-Lacton-Derivat) eine starke anti-inflammatorische Wirkung ausubt. In niedrigen Dosen 
ist PS-519 auch wirksam in Kombination mit Steroiden. PS-519 wurde daher als neues Medi- 
kament fur die Asthma-Behandlung vorgeschlagen (Elliot et al., 1999). Eine weitere Anwen- 
dung fur PS-519 ergibt sich im Infarkt-Modell: Die inflammatorische Reaktion nach cerebra- 
len Verletzungen wurde durch PS-519 dramatisch reduziert. Danach scheint PS-519 ebenfalls 
ein interessantes Pharmakon flir die Behandlung von Gehirnschlag zu sein (Phillips et al., 
2000). 

[0017] Da Proteasom-Inhibitoren einen essentiellen Pathway im Zellmetabolismus treffen, ist 
ein strenges Dosis-Regime notwendig, um toxische Neben-Effekte zu unterdriicken. Im Rah- 
men der Entwicklung von in vivo vertraglichen Proteasom-Inhibitoren wurden verschiedene 
Peptid-Borsaure-Derivate getestet, welche sowohl in der Zellkultur als auch im Tiermodell 
anti-Tumor-Wirkung zeigten (Adams et al., 1996; 1998; 1999). In vitro besitzt PS-341 eine 
selektive zytotoxische Aktivitat gegen ein breites Spektrum an humanen Tumorzelllinien (A- 
dams et al., 1999). Diese Aktivitat ist mit der Akkumulation von p21 und Zellzyklus- Arrest in 
der G2-M-Phase mit nachfolgender Apoptose verbunden (Adams et aL, 1999). Direkte Injek- 
tion von PS-341 bewirkte im Maus-Modell das Absterben von 70% der untersuchten Tumo- 
ren. Nach intravenoser Verabreichung von PS-341 verteilte sich die Substanz in alien Orga- 
nen und Geweben und hatte anti-neoplastische Aktivitat in human-Xenograft-Modellen (A- 
dams et al., 1999). Toxikologische Studien zu PS-341 in Primaten erbrachten Dosis- 
abhangige Nebenwirkungen vor allem im gastrointestinalen Bereich, wo PS-341 nach intra- 
venoser Applikation die hochste Verteilung zeigte (Adams et al., 1999). Ein weiterer Nachteil 
von PS-341 und verwandten Inhibitoren ist, dass sie nicht die Blut-Hirnschranke uberwinden 
und somit nicht im Zentralnervensystem wirksam werden konnen (Adams et al., 1999). 
[0018] Der Einsatz von Proteasom-Inhibitoren mit dem Ziel, virale Infektionen zu blockieren, 
wurde bereits beschrieben. Insbesondere wurde von Schubert et al. (2000 a, b) gezeigt, dass 
Proteasom-Inhibitoren die Assemblierung, Freisetzung und proteolytische Reifung von HIV-1 
und HIV-2 blockieren. Dieser Effekt beruht auf einer spezifischen Blockade der 
proteolytischen Prozessierung der Gag-Polyproteine durch die HIV -Protease, ohne dass 
Proteasom-Inhibitoren die enzymatische Aktivitat der viralen Protease selbst beeinflussen. 
Der Mechanismus, mit welchem Proteasomen die Assemblierung verschiedener Viren 
regulieren, ist bislang unverstanden. Weitere Zusammenhange mit dem UPS wurden fur 
Budding von Rous Sarcoma Virus, RSV (Patnaik et al., 2000); Simian Immunodeficiency 
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Virus, SIV (Strack et aL, 2000), und Ebola Virus (Harty et al., 2000) berichtet. Im letzteren 
Fall (Harty et al., 2000) wurde gezeigt, dass eine zellulare Ubiquitinligase mit Ebola- 
Matrixprotein in Wechselwirkung tritt, eine direkte Bedeutung der Proteasom-Aktivitat fur 
die Replikation von Ebola oder verwandten Viren sowie die Inhibierung der Assemblierung 
von Ebola-Viren wurde bislang nicht gezeigt. 

J0G19] Ein wesentlicher Teil der Erfindung besteht also darin, dass die uberraschenderweise 
festgestellte anti-virale Wirkung von Proteasom-Inhibitoren auf Mitglieder der Flaviviridae 
Familie, speziell auf mit dem HCV nachst-verwandte Viren wie Pestiviren, bislang nicht be- 
schrieben wurde. Insbesondere wurden keinerlei anti-virale Effekte durch Proteasom- 
Inhibitoren beschrieben, die den Eintritts-/Internalisierungsprozess oder das Uncoating (Frei- 
setzen des Virus-core) des Flaviviridae-V iruspartikels betreffen. Ebensowenig wurden anti- 
virale Effekte durch Proteasom-Inhibitoren beschrieben, die die Assemblierung, Maturierung 
oder die Sekretion von Nachkommenviren von Flaviviridae betreffen. Es wurde nicht be- 
schrieben, dass Proteasom-Inhibitoren die Freisetzung von infektiosen Flaviviridae-V irionen 
der Virus-Produzent-Zellen blockieren. Weiterhin wurde nicht berichtet, dass Proteasom- 
Inhibitoren im Vergleich zu primaren Hepatozyten bevorzugt Hepatomazellen abtSten und 
dadurch fur die Therapie von Leberkarzinomen geeignet sind. Die erfindungsgemafi darge- 
stellten Wirkungen von Proteasom-Inhibitoren auf fruhe und/oder spate Prozesse des Flavivi- 
rzdze-Lebenszyklus, wie auch auf Hepatomazellen, stellen somit vollig neuartige Prinzipien 
der anti-viralen Behandlung von Infektionen dieser Viren, speziell von HCV-Infektionen, dar. 

1.3. Verbindung zwischen dem UPS und dem Lebenszvklus von Flaviviridae, 
speziell HCV 

[0020] In keiner bekannten Studie wurde bisher analysiert, welchen Einfluss Proteasom- 
Inhibitoren auf die Freisetzung und Infektiositat von Mitgliedern der Flaviviridae-Familiz ha- 
ben, wie dies in der vorliegenden Erfindungsbeschreibung beobachtet und dargestellt wird. 
Publiziert wurde bisher, dass die Expression von HCV-Proteinen die Aktivitat des UPS nicht 
beeinflusst (Moradpour et aL, 2001). Dariiber hinaus ist bekannt, dass eine Fraktion des 
HCV-Core-Proteins ttber das UPS abgebaut wird (Suzuki et al, 2001). Es tritt auch eine 
mono-ubiquitinierte Form des Core-Proteins auf, die jedoch stabil ist und nicht abgebaut wird. 
Bisher wurde nicht getestet, ob Proteasom-Inhibitoren einen Einfluss auf die Proliferation 
oder den Transformationstatus von hepatozellulare Karzinomen (HCC) haben. Bekannt ist 
lediglich, dass die P28 Proteasom-Untereinheit in den meisten HCCs uberexprimiert wird 
(Higashitsuji et al, 2000). 
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2. Biologie der Flaviviridae 

[0021] Die Familie Flaviviridae umfasst die Genera Flavivirus, Pestivirus und Hepacivirus 
(Hepatitis-C-Virus, HCV). Neben diesen drei Genera wurde kurzlich eine Gruppe weiterer 
Flaviviridae-atmiicher Viren, die GB-Viren, charakterisiert, die bisher nicht klassifiziert sind. 
Die phylogenetische Verwandtschaft ist zwischen Pestiviren und HCV erheblich ausgepragter 
als zwischen Flavi- und Pesti- bzw. HCV und Flaviviren. Dementsprechend sind die 
Morphologie des Virions, die Genomorganisation und die bekannten biochemischen 
Mechanismen der Genexpression und Genomreplikation zwischen Pestiviren und HCV 
besonders konserviert. Wie bereits ausgefuhrt, handelt es sich bei vielen Mitgliedern der 
Flaviviridae um bedeutende Human- und Tierpathogene (fur Review siehe Lindenbach and 
Rice, 2001). 

2.1. Aufbau des Virions; Mechanismus des Virus-Eintritts in die Wirtszelle 

[0022] Das Virusgenom der Flaviviridae ist eine einzelstrangige, nicht segmentierte RNA 
positiver Orientierung mit einer Lange von 10 (HCV), 11 (Flaviviren) bzw. 13 Kilobasen 
(Pestiviren). Im Virion ist das RNA-Genom mit Kapsid(C, oder "Core")- Proteinen 
komplexiert. Dieser Nukleoprotein-Komplex wird von einer Lipid-Doppelmembran umhiillt, 
in die .zwei oder drei Spezies von Hull(E, oder " Envelope" )-Proteinen eingelagert sind. Es 
wird vermutet, dass Bindung des Viruspartikels an die Zelle und Eintritt ("Entry") uber eine 
Rezeptor-mediierte Endozytose erfolgt. Die Virus-Hullproteine assoziieren dabei mit einem 
zellularen Rezeptor: Verschiedene experimentelle Daten weisen bei HCV auf eine Interaktion 
des Envelope-Proteins E2 mit CD81 und/oder dem low density lipoprotein(LDL)-Rezeptor 
(fur Review siehe Lindenbach and Rice, 2001). Bei BVDV wurde eine Interaktion mit CD 46 
und dem LDL-Rezeptor festgestellt (Miiller et al. 2000; Agnello et al, 2000). Durch Fusion 
der Virushulle mit der Membran, katalysiert durch niedrigen pH, kommt es zur Freisetzung 
des Nukleokapsids in das Zytoplasma. Ein unbekannter Mechanismus fuhrt zur Dissoziation 
der viralen Kapsidproteine und zur Freisetzung (Uncoating - Freisetzung, Entmantelung des 
Virus-core) des Genoms (flir Review siehe Lindenbach and Rice, 2001). 

2.2. Genexpression der Flaviviridae 

[0023] Die virale RNA umfasst ein einziges translationales Leseraster ("open reading frame"; 
ORF), das am 5'- und am 3*-Ende von nicht-translatierten Regionen (UTRs) umrahmt wird. 
Die Translation fuhrt zur Synthese eines instabilen Polyproteins, das ko- und posttranslationai 
in virale Polypeptide gespalten wird. 

[0024] Entsprechend der Ahnlichkeiten der Genomstruktur sind bei den Mitgliedern der Fla- 
viviridae auch die Vorgange, die zur Prozessierung des Polyproteins fuhren, weitgehend kon- 
serviert. Dies gilt insbesondere fur Pestiviren und HCV, Der amino terminale Bereich des Po- 
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lyproteins enthalt die Polypeptidsequenzen fur die strukturellen Komponenten des Virions, 
das heiBt fur das Kapsid-Protein, C, sowie fiir mindestens zwei virale Envelope-Proteine 
(Flaviviren: prM, E, NS1; Pestiviren: E ms , El, E2; HCV: El, E2). Die Strukturproteine werden 
in erster Linie von Signalpeptidasen der Wirtszelle aus dem Polyprotein generiert. Die Enve- 
lope-Proteine, die stark glykosiliert werden, assoziieren zu Homo- und Heterodimeren: Bei 
Pestiviren und HCV sind E2-E2- und E2-El-Dimere dokumentiert Die Funktion des UJsli- 
chen pestiviralen Envelope-Proteins E ras ist bisher unklar: Es besitzt eine Ribonuklease- 
Funktion und wird fiir die Infektion in Zellkultur nicht benotigt. Die Dimerisierung spielt 
beim Virus-Entry eine wichtige Rolle (fiir Review, siehe Lindenbach and Rice, 2001). Die 
Prozessierung des C-terminalen Nicht-Struktur(NS)-Polyproteins NS2A-NS2B-NS3-NS4A- 
NS4B-NS5 (bei Flaviviren) bzw. NS2-NS3 (bei Pestiviren NS2-3) - NS4A-NS4B-NS5A- 
NS5B (bei Pestiviren und bei HCV), wird bei alien drei Genera vorwiegend durch einen vira- 
len Proteasekomplex katalysiert. Dieser besteht aus einer Serinprotease, die sich im amino- 
terminalen Bereich des NS3-Proteins befindet und einem Kofaktor (NS2B bei Flaviviren, 
NS4A bei Pestiviren und HCV). Bei Flaviviren generiert der NS3-NS2B-Komplex alle NS- 
Proteine, lediglich die Proteolyse zwischen NS4A-NS4B wird durch eine zellulare Signala- 
seaktivitat katalysiert. Bei Pestiviren und HCV spaltet NS3-4A das komplette NS-Polyprotein 
mit Ausnahme von NS2-NS3. Letztere Spaltung erfolgt bei HCV durch eine Autoprotease 
katalysiert, die an dieser Stelle lokalisiert ist (fur Review, siehe Lindenbach and Rice, 2001). 
Beim Pestivirus BVDV ist das AusmaB der proteolytischen Spaltung zwischen NS2 und NS3 
interessanterweise mit einem zytopathischen Effekt der Virusinfektion verkniipft. 
[0025] Weiterhin wurde gezeigt dass es sich bei NS5 (bei Flaviviren) bzw. NS5B (Pestiviren, 
HCV) urn die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRp) handelt. Die Funktionen von 
NS4B und NS5A sind bislang ungeklart. 

2.3. Genomreplikation der Flaviviridae 

[0026] Entsprechend dem allgemeinen Replikations-Modell von Positiv-Strang RNA-Viren 
assoziiert im Zytoplasma der von Flaviviridae infizierten Wirtszelle in direkter funktioneller 
Kopplung an Translation und Proteolyse des Polyproteins ein funktioneller membrangebun- 
dener Replikationskomplex, der aus der viralen RNA sowie viralen und zellularen Faktoren 
besteht. Dieser Komplex katalysiert zunachst die Synthese einer geringen Anzahl komple- 
mentarer Minus-Strang RNA-Molektxlen; diese dienen dartn in einem zweiten Schritt als Mat- 
rize fur die Synthese eines signifikanten Uberschusses neuer Plus-Strang RNA-Genome. 
[0027] In den vergangenen Jahren ist der RNA-Replikationsprozess besonders bei Pestiviren 
intensiv untersucht worden. Maligebliche Griinde hierfxir waren das bereits erwahnte Fehlen 
eines infizierbaren Zellkultursystems fur HCV und der Modellcharakter von Pestiviren fur 
HCV. Basierend auf Daten mit BVDV konnte kurzlich auch ein effizientes Replikations- 
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system fur das HCV etabliert 'werden (Lohmann et al. 1999). Fur Pestiviren stehen bereits seit 
geraumer Zeit infizierbare Zellen in Kultur zur Verfugung. Zudem wurden 1996 "infektiose 
cDNA Konstrukte" fur BVDV und CSFV konstruiert, von denen aus sich durch in vitro- 
Transkription komplette virale RNA-Genommolekiile gewinnen lassen. Nach Transfektion in 
Wirtszellen sind diese RNA-Molekule in der Lage, den kompletten pestiviralen Lebenszyklus 
bis hin zur Synthese neuer Viruspartikel zu durchlaufen (Moormann et al., 1996; Meyers et 
al., 1996). Durch Mutagenese der cDNA konnen Mutationen gezielt in die viralen RNA- 
Transkripte eingefuhrt werden und deren Effekt auf den viralen Lebenszyklus bestimmt wer- 
den ("reverse Genetik"). 

[0028] Die identische Organisation von Pestivirus und HCV-Replikons ist ein eindeutiger 
Hinweis darauf, dass die generellen molekularen Mechanismen, die der viralen RNA- 
Replikation unterliegen, zwischen beiden Genera konserviert sind. Im Falle von HCV ist es 
aber weder mit Virusisolaten aus Patienten noch mit in vzYro-transkribierter kompletter geno- 
mischer RNA (Pietschmann et al., 2002) gelungen, den viralen Lebenszyklus in Zelikultur zu 
reproduzieren. Bei Untersuchungen, die den Eintritt des Virus in die Zelle, das Uncoating des 
Genoms sowie die Maturierung und Sekretion von Nachkommenviren betreffen, ist man also 
dringend auf das Pestivirus-Modell angewiesen. 

2.4. Virion-Assemblv und Sekretion von Nachkommenviren 

[0029] Die spaten Schritte des viralen Lebenszyklus sind bei alien drei Flaviviridae Genera 
kaum untersucht. Man nimmt an, dass ein Anteil der neu synthetisierten Positiv-Strang RNA- 
Molekule in "statu nascendi" mit Kapsid-Proteinen zu Nukleokapsid-Partikeln assoziiert. Die- 
se gelangen durch Knospung (engl: Budding) in zytoplasmatische Vesikel des endoplasmati- 
schen Retikulums. Da die Envelope-Proteine bei der Maturierung in der ER-Membran 
verbleiben, entstehen auf diese Weise die umhullten Virionen, die die Envelope-Proteine in 
korrekter Orientierung enthalten. Die Vesikel fusionieren im Zuge der zellularen Sekretion 
mit der Plasmamembran, wodurch die Viruspartikel in das extrazellulare Kompartiment frei- 
gesetzt werden (Lindenbach and Rice, 2001). 

2.5. Das Problem der Heterogenitat 

[0030] Wahrend der Vermehrung von Flaviviridae entstehen haufig Mutationen. Deshalb 
sind die entsprechenden Wirtsorganismen stets mit einer sehr heterogenen Population dieser 
Viren infiziert. Die Heterogenitat beeinflusst die Pathogenese, die Virusresistenz, das 
Ansprechen auf die Therapie mit Interferonen (IFN) und antiviralen Substanzen 
(Nukleosidanaloge und andere) sowie die Erkennung infizierter Zellen durch das 
Immunsystem. Diese Tatsache untermauert, dass neue antivirale Strategien notwendig und 
sinnvoll sind. 
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2.6. Moglichkeiten der Therapie einer chronischen HCV-Infektion 

[0031] Eine der wenigen Therapiemoglichkeiten einer chronischen HCV-Infektion ist die 
Behandlung mit Interferon (IFN) alpha und Derivaten. Wesentlicher Nachteil von IFN- 
Therapien ist, dass diese haufig mit negativen Nebenwirkungen assoziiert sind. Seit 1999 ist 
fur die Therapie der chronischen HCV das Guanosinanalogon Ribavirin in Kombination mit 
Interferonen zugelassen. Die Wirkungsweise dieses Medikaments ist jedoch nur unvollstSndig 
gekiart. Ribavirin hat auBerdem haufig eine Reihe von Nebenwirkungen, wobei die Ribavirin- 
induzierte Hamolyse von besonderer Bedeutung ist. Neben Ribavirin werden weitere 
Nucleosidanaloga sowie eine Reihe von Substanzen unbekannter Wirkweise verwendet (fur 
Review siehe Trautwein und Manns, 2001). Fur alle gegenwartig zugelassenen Medikamente 
gegen HCV-Infektion gilt, dass es eine hohe Zahl von Nonrespondern gibt (in der Regel etwa 
30-40%). Die Erfolgsrate ist noch geringer bei Koinfektionen verschiedener Viren (z.B. dem 
humanen Immundefizienzvirus HIV und HCV oder HBV und HCV). Selbst bei klinisch 
erfolgreicher Behandlung werden alle viralen Reservoirs nur selten komplett eliminiert und 
konnen zu einer Reaktivierung der Infektion ftihren (Rehermann et al., 1996). Bei fehlendem 
Ansprechen auf die Therapie oder gar einer Reaktivierung der Virusreplikation konnen 
grundsatzlich nur neue Medikamente helfen, wie sie in dieser Erfindung beschrieben werden. 
Die Risiken des Einsatzes aller bisher eingesetzten antiviralen Medikamente sind noch nicht 
mit Sicherheit zu beurteilen. Nukleosidanaloga wie Ribavirin bergen prinzipiell die Gefahr, 
dass resistente Viren entstehen und dass es zu Mutationen im Wirtsgenom kommt, die Anlass 
zur Entstehung von Krebs geben konnten. Die im Rahmen der hier vorgestellte Erfindung 
genannten neuen Medikamente sind nicht mit diesen Risiken behaftet bzw., diese sind sehr 
viel unwahrscheinlicher oder nicht zu erwarten. 

[0032] Folgende Patentschriften, welche die vorliegende Erfindung nicht unmittelbar 
betreffen, wurden veroffentlicht: ein Verfahren zur Bestimmung der Proteasom-Aktivitat in 
biologischen Proben (WO 00/23614); die Verwendung von Proteasom-Inhibitoren als Mittel 
zur Behandlung von Krebs, Entztindungen und Autoimmunerkrankungen (WO 99/22729); die 
Verwendung von Inhibitoren des UPS als Mittel zur Behandlung von Entztindungen und 
Autoimmunerkrankungen (WO 99/15183). 

Wesen der Erfindung 

[0033] Der Erfindung Hegt die Aufgabe zugrunde, Mittel zur Hemmung der Freisetzung und 
der Infektiositat von Mitgliedern der Flaviviridae, insbesondere von Hepatitis-C- Viren zur 
Verfugung zu stellen. Die Aufgabe wurde durch den Einsatz von mindestens einem Protea- 
som-Inhibitor in einer pharmazeutischen Zubereitung gelost. Gemafl einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform der Erfindung konnen als Proteasom-Inhibitoren Substanzen eingesetzt 
werden, welche die Aktivitaten des zellularen Proteasom-Pathway hemmen, regulieren oder 
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welche die Aktivitaten des zellularen Proteasom-Pathway hemmen, regulieren oder anderwei- 
tig beeinflussen. Es ist auch moglich, dass als Proteasom-Inhibitoren Substanzen eingesetzt 
werden, die speziell die enzymatischen Aktivitaten des kompletten 26S Proteasom- 
Komplexes und der freien, nicht mit regulatorischen Untereinheiten assemblierten 20S kataly- 
tisch aktiven Proteasom-Straktur beeinflussen. Diese Inhibitoren konnen entweder eine oder 
mehrere oder alle der drei hauptsachlichen proteolytischen Aktivitaten des Proteasoms (die 
Trypsin-, die Chymotrypsin- und die Postglutamyl-Peptid hydrolysierenden Aktivitaten) in- 
nerhalb des 26S- oder auch des 20S-Proteasom-Komplexes hemmen. 

[0034] Eine Variante der Erfindung besteht darin, als Proteasom-Inhibitoren Substanzen ein- 
zusetzen, die von Zellen hoherer Eukaryoten aufgenommen werden und nach Zellaufhahme 
mit der katalytischen beta-Untereinheit des 26S-Proteasoms in Wechselwirkung treten und 
dabei alle oder einzelne der proteolytischen Aktivitaten des Proteasom-Komplexes irreversi- 
bel oder reversibel blockieren. 

[0035] Als eine weitere Form der Erfindung kommen Mittel zum Einsatz, welche die Aktivi- 
taten der Ubiquitin-konjugierenden wie auch der Ubiquitin-hydrolysierenden Enzyme hem- 
men. Polyubiquitinierung gilt allgemein als ein Erkennungssignal fur die Proteolyse durch das 
26S-Proteasom, und Beeinflussung des Ubiquitin-Pathway kann ebenfalls die Aktivitat des 
Proteasoms regulieren. 

[0036] ErfindungsgemSB werden als Proteasom-Inhibitoren auch Substanzen eingesetzt, die 
in verschiedenen Formen in vivo oral, intravenos, intramuskular, subkutan, in verkapselter 
Form mit oder ohne Zell-Spezifitat-tragende Veranderungen oder anderweitig verabreicht 
werden, aufgrund der Anwendung eines bestimmten Applikations- imd Dosis-Regimes eine 
geringe Zytotoxizitat und/oder hohe Selektivitat fur bestimmte Zellen und Organe aufweisen, 
keine oder unbedeutende Nebenwirkungen auslosen, eine relativ hohe metabolische Halb- 
wertszeit und eine relativ geringe Ausscheidungs(Clearance)-Rate im Organismus aufweisen. 
[0037] Als Proteasom-Inhibitoren werden des weiteren Substanzen eingesetzt, die in natlirli- 
cher Form aus Mikroorganismen oder anderen naturlichen Quellen isoliert werden, durch 
chemische Modifikationen aus naturlichen Substanzen hervorgehen oder total-synthetisch 
hergestellt werden. Dazu gehoren: 

a) naturlich vorkommende Proteasom-Inhibitoren: 

Epoxomicin und Eponemycin, 

Aclacinomycin A (auch bezeichnet als Aclarubicin), 

Lactacystin und dessen chemisch modifizierte Varianten, insbesondere die Zellmembran- 
penetrierende Variante "Clastolactacystein P-Lacton", 

b) synthetisch hergestellte: 

modifizierte Peptidaldehyde wie zum Beispiel N-carbobenzoxy-L-leucinyl-L-leucinyl-L- 
leucinal (auch bezeichnet als MG132 oder zLLL), dessen Borsaure-Derivat MG232; N- 
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carbobenzoxy-Leu-Leu-Nva-H (bezeichnet als MG115); N-Acetyl-L-Leuzinyl-L- 
Leuzinyl-L-Norleuzinal (bezeichnet als LLnL); N-carbobenzoxy-Ile-Glu(OBut)-Ala-Leu- 
H (auch bezeichnet als PSI); 

Peptide, die C-terminal a,P-Epoxyketone (auch bezeichnet als Epoxomicin oder 
Eponemycin), Vinyl-sulphone (zum Beispiel Carbobenzoxy-L-Leucinyl-L-Leucinyl-L- 
Leucin-vinyl-sulfon oder 4-Hydroxy-5-iodo-3-nitrophenylactetyl-L-Leucinyl-L-Leucinyl- 
L-Leucin-vinyl-sulfon, auch bezeichnet als NLVS ), Glyoxal oder Borsaure-Reste (zum 
Beispiel Pyrazyl-CONH(CHPhe)CONH(CHisobutyl)B(OH) 2 ), auch bezeichnet als M PS- 
431" oder Benzoyl(Bz)-Phe-boroLeu, Phenacetyl-Leu-Leu-boroLeu, Cbz-Phe-boroLeu); 
Pinacol-Ester - zum Beispiel Benzyloxycarbonyl (Cbz)-Leu-Leu-boroLeu-Pinacol-Ester - 
tragen; 

und 

als besonders geeignete Verbindungen werden Peptide und Peptid-Derivate eingesetzt, 
welche C-terminal Epoxyketon-Strukturen tragen, hierzu zahlen beispielsweise Epoxomi- 
cin (Molekulformel: C28H86N4O7) und Eponemycin (Molekulformel: C20H36N2O5); 
chemisch modifizierte Derivate auf der Basis von naturlich vorkommenden , insbesondere 
ein p-Lacton-Derivat mit der Bezeichnung PS-519 (1R-[1S, 4R, 5S]]-l-(l-Hydroxy-2- 
methylpropyl>4-propyl-6-oxa-2-azabicyclo[3.2.0]heptane-3,7-dione, Molekulformel: 
C12H19NO4), welches sich von dem naturlichen Proteasom-Inhibitor Lactacystin ableitet; 
bestimmte Dipeptidyl Borsaure-Derivate, insbesondere Verbindungen, welche sich von 
dem Pyranozyl-Phenyl-Leuzinyl-Borsaure-Derivat mit dem Namen H PS-34r (N- 
Pyrazinecarbonyl-L-Phenylalanin-L-leuzin-Borsaure, Molekulformel: C I9 H25BN 4 04) 
ableiten. Hierzu zahlen weiterhin die Verbindungen "PS-273" (Morpholin-CONH-(CH- 
Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 ) und dessen Enantiomer PS-293, die Verbin- 
dung PS-296 (8-Quinolyl-sulfonyl-CONH-(CH-Napthyl)-CONH(-CH-isobutyl)-B(OH) 2 ); 
die Verbindung PS-303 (NH 2 (CH-Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 ); die Verbin- 
dung PS-321 (Morpholin-CONH-(CH-Napthyl)-CONH-(CH-Phenylalanin)-B(OH) 2 ); die 
Verbindung PS-334 (CH 3 -NH-(CH-Naphthyl-CONH-(CH-Isobutyl)-B(OH) 2 ); die Ver- 
bindung PS-325 (2-Quinol-CONH-(CH-homo-Phenylalanin)-CONH-(CH-isobutyl)- 
B(OH) 2 ); die Verbindung PS-352 (Phenyalanin-CH2-CH2-CONH-(CH-Phenylalanin)- 
CONH-(CH-isobutyl)l-B(OH) 2 ); die Verbindung PS-383 (Pyridyl-CONH-(CHpF- 
Phenylalanin)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 . Alle diese Verbindungen wurden bereits 
beschrieben, unter anderem in Adams et al. (1999). 

[0038] Als besonders geeignete Verbindungen haben sich, neben Epoxomicin und Eponemy- 
cin, die Proteasom-Inhibitoren PS-519, PS-341 und PS-273 (Millennium Pharmaceuticals 
Inc., Cambridge, MA 02139, USA) erwiesen. Diese Proteasom-Inhibitoren sind sehr potent, 
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sehr spezifisch fur das Proteasom, blockieren keine anderen zellulare Proteasen und haben 
daher so gut wie keine Nebenwirkungen. Die Proteasom-Inhibitoren PS-341 und PS-519 wur- 
den auflerdem sowohl in Tiermodellen fur vorklinische als auch in Menschen (Kxebspatien- 
ten) fur klinische Studien getestet. 

[0039] Die erfindungsgemafi eingesetzten Mittel sind dadurch gekennzeichnet, dass sie sich 
zur Hemmung der Freisetzung, Reifung und Replikation von Hepatitis-C-Virus (HCV), zur 
Behandlung und Prophylaxe von HCV-bedingten Hepatitiden, Flavivirus-bedingtem Fieber, 
von Hamorrhagien, Leukopenic, Thrombozytopenie, von Durchfallerkrankungen, Encephali- 
tiden sowie von Pestivirus-verursachten Krankheiten eignen. 

[0040] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird Uberraschenderweise festgestellt, dass 
Proteasom-Inhibitoren friihe oder spate Prozesse im Lebenszyklus des BVDV Pestivirus und 
des West-Nil-Flavivirus hemmen. Die intrazellulare Replikation von BVDV- und HCV-RNA- 
Replikons wird dagegen von den Proteasom-Inhibitoren nicht oder kaum beeinflusst Spezi- 
fisch wurde beobachtet, dass sich die erfindungsgemaBe Verwendung von Proteasom- 
Inhibitoren dazu eignet, die Produktion von infektiosen Virionen in mit BVDV- und West- 
Nil-infizierten Zellen weitgehend oder vollkommen zu unterbinden. Nach Behandlung von 
BVDV- und West-Nil-Virus-produzierenden Zellen mit Proteasom-Inhibitor tritt eine nahezu 
vollstandige Reduktion der Infektiositat der freigesetzten Virionen ein. In Folge dieser neuar- 
tigen Aktivitaten konnen Proteasom-Inhibitoren bei verschiedenen Mitgliedern der Flaviviri- 
<fae-Familie die Neuinfektion von Wirtszellen und damit die Ausbreitung einer Infektion in 
vivo unterdrucken. 

[0041] Als weiterer wichtiger Punkt der Erfindungsbeschreibung, der vor allem im Zusam- 
menhang mit HCV-Infektionen von Bedeutung ist, wurde festgestellt, dass die Behandlung 
von Hepatomazellen mit Proteasom-Inhibitoren bevorzugt das Absterben dieser Krebszellen 
induziert, wahrend gesunde, primare Hepatozyten und andere, nicht proliferierende Leberzel- 
len sehr viel resistenter gegenuber einer Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren sind. Leber- 
karzinome sind medikamentos kaum behandelbar und fuhren in der Regel ohne Lebertrans- 
plantation oder Leberresektion zum Tod. Proteasom-Inhibitoren erlangen dadurch ein weite- 
res therapeutisches Potential fur die Behandlung von Hepatitis-C-Virusinfektionen: Durch die 
Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren kann nicht nur die Ausbreitung der Infektion (durch 
Blockierung der Produktion infektioser Virionen), sondem auch die mit der Infektion verbun- 
dene Entstehung von Leberzell-Karzinomen unterdnickt, verhindert oder ein bereits etablier- 
tes Leberzellkarzinom geheilt werden. Dieser Anspruch beruht auf der Tatsache, dass die Be- 
handlung mit Proteasom-Inhibitoren - ahnlich der bereits bekannten anti-neoplastischen Wir- 
kung von Proteasom-Inhibitoren auf eine Vielzahl von Tumoren - eine spezifische Eliminie- 
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rung von Leberkarzinomzellen in vivo bewirken kann. Die anti-neoplastische Wirkung von 
Proteasom-Inhibitoren wurde bislang nicht fur Leberzellkarzinome gezeigt und stellt daher 
ein neuartiges therapeutisches Prinzip dar. Proteasom-Inhibitoren konnen somit zur Behand- 
lung/BekampfungA^erhinderung von HCV-induzierter Leberzirrhose, insbesondere primaren 
Leberzellkarzinomen eingesetzt werden. 

[0042] Die Behandlung der Hepatitis C mit Proteasom-Inhibitoren ist wegen der weiten 
Verbreitung, der besonders hohen Pathogenitat sowie wegen der Assoziation der chronischen 
Infektion mit der Entwicklung eines Leberkarzinoms von besonderer Bedeutung. Die Daten 
mit BVDV und West-Nil-Virus rechtfertigten ferner den Anspruch, dass Proteasom- 
Inhibitoren unter Verwendung der neuartigen anti-viralen Wirkung auch fur die Behandlung 
anderer Hepatitis- Viren (A, B, D, E und F), GB-Viren sowie weiterer Flaviviridae wie zum 
Beispiel Dengue-Fieber- Virus oder Fruhsommer-Meningoenzephalitis (FSME) Virus einge- 
setzt werden konnen. 

[0043] Die Proteasom-Inhibitoren konnen auch in Kombination mit anderen anti-Hepatitis- 
Medikamenten und sonstigen Therapieschemata eingesetzt werden, z.B. Interferon al- 
pha/beta/gamma und Varianten hiervon (zum Beispiel pegylierte Interferone), Interleukine, 
Nukelosidanaloga (Lamivudine, Cidovir, Ribavirin und andere), Steroide, Plasma-Austausch, 
Thymosin alpha 1, Impfstoffe, passive und aktive Vakzinierung, therapeutische und prophy- 
laktische Vakzinierung, Glycyrrhizin, Stammzell-transplantation, Organtransplantationen, 
Nahrungstherapie, Immunsuppressiva, Cyclosporine und Derivate hiervon, Amanditin und 
Derivate, Interleukine und andere Cytokine, nicht Proteasom-selektive Protease-Inhibitoren, 
Azathioprin, Hamodialyse sowie hoch aktive antiretrovirale Therapie (highly active antiretro- 
viral therapy, "HAART") bei Co-Infektionen von HCV und HIV, Da Proteasom-Inhibitoren 
auch anti-virale Wirkung auf HIV ausuben, ist eine Behandlung von HCV/HIV- 
Koinfektionen, insbesondere in Kombination mit HAART-Therapie, ein Anwendungs- 
schwerpunkt der Erfindung. 

[0044] Die erfindungsgemaBe Verwendung von Proteasom-Inhibitoren besteht in der Hem- 
mung des Entry/Internalisierung- und Uncoating-Prozesses von Flaviviridae sowie in der 
Hemmung der Assemblierung, Reifung und Freisetzung von Nachkommenviren. Die Ver- 
wendung zur Hemmung der Vermehrung von Flaviviridae erfolgt nach den Mechanismen 

a) Blockierung/Reduktion der Assemblierung und Freisetzxing von neuen Virionen 

b) Blockierung/Reduktion der Infektiositat der freigesetzten Virionen 

c) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung in kultivierten Zellen. 

[0045] Dies impliziert, dass Proteasomeninhibitoren die Ausbreitung von Nachkommenviren 
in infizierten Organen inhibieren. 
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[0046] Eine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibitoren liegt in der Induktion des Ab- 
sterbens von Hepato-Karzimonzellen, in der Unterdruckung und/oder Verhinderung des Ent- 
stehens von Leberzell-Karzinomen sowie in der Therapie von Patienten mit etablierten Leber- 
zellkarzinomen. 

[0047] Eine weitere Verwendung besteht in der Behandlung/BekampfungA^erhinderung von 

HCV-induzierter Leberzirrhose und/oder 

HCV-induzierten Leberzellkarzinomen 

Medikamenten-induzierten Leberkarzinomen 

genetisch bedingten Leberkarzinomen und/oder 

durch die Umwelt bedingten Leberkarzinomen. 
[0048] Eine weitere Verwendung liegt in der gezielten Eliminierung von Leberkarzinomzel- 
ien, die infolge einer 

HCV-Infektion und/oder 
- HCV-HBV-Koinfektion 
. HCV-HBV-HDV-Koinfektionen 
entstehen. 

[0049] Weiterhin finden Proteasom-Inhibitoren Verwendung zur 

Verhinderung der Entstehung, des Wachstums und der Metastasierung von Leberzelltu- 
moren sowie zur bevorzugten Zerstorung von Leberkarzinomzellen in HCV-infizierten 
Patienten 

Modulation der Expression, Modifizierung und Aktivitat des Tumorsuppressor-Proteins 
p53 und andere HCC-relevanter Tumorsuppressorproteine 
Leberzellregeneration bei Patienten mit Leberentzundung 

Reduktion der Anzahl infizierter Virus-produzierender Zellen im Leberzellgewebe 
Hemmung sowohl der Erhaltung und Persistenz einer bereits etablierten Infektion als 
auch einer Sekundarinfektion und somit der Ausbreitung einer Infektion, einschlieBlich 
der Blockierung der Ausbreitung einer HCV-Infektion in vivo 

Behandlung von Koinfektionen mit HCV und Immundefizienzviren HIV-1 und HIV-2 
Behandlung von HCV/HIV-Koinfektionen in Kombination mit der HAART-Therapie 
Verhinderung einer Re-Infektion mit HCV bei Leber- und anderen Organtransplantatio- 
nen 

Verhinderung einer Re-Infektion mit HCV bei Zelltherapien durch Gabe der Mittel vor, 
wahrend und nach der Transplantation 

Behandlung und Bekampftmg von Hepatitiden in Kombination untereinander 
Verhinderung einer Re-Infektion mit HCV bei der Transplantation von virusfreien Orga- 
nen auf chronische Virustrager, die Restvirus haben und sich neue Organe infizieren kon- 
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nen wie auch bei der Ubertragung von Virus-haltigen Organen von Spendern auf virus- 
freie Patienten 

Verhinderung der Etablierung einer systemischen Hepatitis-Virus-Infektion unmittelbar 
nach Kontakt mit infektiosem Virus oder zur 

Minderung oder Eliminierung der Leberentzundung durch Immunsystem-vermittelte 
Mechanismen. 

[0050] Eine weitere Verwendung von Proteasom -Inhibitoren besteht in der Verhinderung der 
Etablierung einer systemischen Hepatitis-Virusinfektion unmittelbar nach Kontakt mit infek- 
tiSsem Virus (zum Beispiel bei Nadel-Stich-Verletzungen mit Virus-kontaminiertem Blut o- 
der Blutprodukten). 

[0051] Eine weitere Verwendung von Proteasom- Inhibitoren ist die Vorbeugung einer Hepa- 
titis-Virusinfektion bei Personen mit hohem Risiko einer Neuinfektion, zum Beispiel bei Arz- 
ten und anderem Risiko-Personal, Drogenabhangigen, Reisenden in hochendemische Gebiete 
fur Hepatitis-Viren, in der Kxankenbehandlung, fiir Familienangehorige von chronischen 
VirustrSgern. 

[0052] Eine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibitoren besteht in der Verhinderung ei- 
ner Re-Infektion mit HCV bei Leber- und anderen Organtransplantationen sowie bei Zellthe- 
rapien .durch Gabe der Mittel vor, wahrend und einige Zeit nach der Transplantation. Die Ga- 
be dieser Mittel ist angezeigt sowohl fiir die Hochrisikosituation bei der Transplantation von 
virusfreien Organen auf chronische Virustrager, die immer Restvirus haben und wo sich neue 
Organe infizieren konnen, als auch fur die Ubertragung von Virus-haltigen Organen von 
Spendern auf virusfreie Patienten. 

[0053] Eine weitere Verwendung besteht in der Behandlung von HCV-induzierten 
Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel der gemischten TypII Kryoglobulinamie. 
[0054] Eine weitere Verwendung liegt in der Kombination mit bereits in der anti-HCV- 
Therapie verwendeten Therapeutika. 

[0055] Eine wesentliche Anwendung besteht in der Verwendung von Proteasom-Inhibitoren 
zur Herstellung von Mitteln bzw. pharmazeutischen Zubereitungen zur Hemmung der Freiset- 
zung, Reifung und Replikation von Hepatitisviren sowie zur Herstellung von Arzneimitteln 
zur Behandlung und Prophylaxe von Hepatitiden. 

[0056] Eine weitere Anwendung besteht darin, dass Proteasom-Inhibitoren die post- 
translationale Modifikation der Virus-Strukturproteine verandern und somit die Freisetzung 
und Infektiositat von Flaviviridae herabsetzen oder blockieren. 

[0057] Eine weitere Verwendung von Proteasom-Inhibitoren besteht in der Behandlung von 
mit Flavivirus infizierten Personen, also zum Beispiel Personen, die akut an West-Nil-, Gelb- 
fieber, Dengue-Fieber (7-Tage-Fieber oder Dengue Hamorrhagischem Fieber) oder Arbovi- 
rus-Encephalitis erkrankt sind. Proteasom-Inhibitoren konnen auch hier zur Vorbeugung einer 
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Virusinfektion bei Risikopersonen wie Arzten oder Reisenden in hochendemische Gebiete fur 
West-Nil- Virus, Dengue-Fieber- Virus, Gelbfieber-Virus oder FSME-Virus eingesetzt werden. 
[0058J Ein weiteres Anwendungsbeispiel ist die Behandlung von Pestivirus-infizierten Stall- 
tieren mit Proteasom-Inhibitoren. 



[0059] Zur Losung der Aufgabe wurden im Rahmen der Erfindung molekularvirologische, 
biochemische, immunbiologische und elektronenmikroskopische Studien an Zellen durchge- 
fuhrt, die mit verschiedenden Vertretern der Flaviviridae infiziert oder mit viralen RNA- 
Molektilen transfiziert wurden. ErfindungsgemaB wurden die durch Proteasom-Inhibitoren 
ausgelosten Defekte durch folgende Mittel und Verfahren bestimmt: (i) VirusprSparationen 
von BVDV (Stamm CP 7) und West-Nil-Flavivirus mit definiertem Titer infektoser Einheiten; 
(ii) Virus-Endpunkt-Titrationsverfahren durch mikroskopische Detektion infektioser viraler 
Partikel uber Plaque-Formation oder Immunfarbeverfahren; (iii) cDNA-Konstrukte zur Her- 
stellung subgenomischer BVDV- und HCV-RNA-Replikon durch in vzYro-Transkription; (IV) 
RNase-Protektionsverfahren zur Detektion/Quantifizierung viraler RNA-Molekule; (v) Im- 
munofluoreszenz-Tests zur Bestimmung der Replikationsfahigkeit viraler RNA-Molekule 
bzw. zur Bestimmung der Ausbreitung einer Infektion; (vi) Elektronenmikroskopische Ver- 
fahren. zur Untersuchung der Morphologie viraler Partikel wahrend und nach dem Infektions- 
vorgang, (vii) Western-Blot Studien und Immunoprazipitationsverfahren an BVDV- und 
HCV-Proteinen. 



[0060] Die Prinzip-LQsung der Aufgabe wird an den Beispielen von BVDV und West-Nil- 
Virus gezeigt, d.h. zwei charakteristischen Vertretern der Genera Pestivirus bzw. Flavivirus 
der Flaviviridae-Familie. In Kontrollversuchen wurde zunachst dargestellt, dass eine Vorbe- 
handlung der Target-Zellen (MDBK-Zellen fur BVDV, BHK-2 1 -Zellen fur West-Nil-Virus) 
mit nicht-zytotoxischen Konzentrationen verschiedener Substanzklassen von Proteasom- 
Inhibitoren keinen Einfluss auf eine nachfolgende Infektion der Viren hat. Ebenso wurde ge- 
zeigt, dass eine Vorbehandlung von BVD- Viren und West-Nil-Viren mit nicht-toxischen 
Konzentrationen verschiedener Proteasom-Inhibitoren keinen Einfluss auf deren Infektiositat 
hat. 

[0061] Im Rahmen der Erfindung wird erstmalig gezeigt, dass die Behandlung von bereits 
infizierten Zellen mit verschiedenen Proteasom-Inhibitoren die Produktion von infektiosen 
Viruspartikeln signifikant hemmt: Durch Virus-Endpunkt-Titration auf nicht-infizierten Zel- 
len wurde erfindungsgemaB festgestellt, dass die Anzahl freigesetzter infektioser Nachkom- 
menviren aus infizierten Zellen, die mit Proteasom-Inhibitoren behandelt wurden, im Ver- 
gleich zu Mock-behandelten Zellen urn mehrere log-Stufen sinkt. Neben der drastischen Re- 
duktion der Anzahl an Nachkommenviren verursacht die Behandlung mit Proteasom- 
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Inhibitoren auch eine deutliche Abnahme der spezifischen InfektiosMt der Nachkommenvi- 
ren. Die spezifische Infektiositat wurde uber die Anzahl der in den Kulturuberstand infizierter 
Zellen freigesetzten Virusgenome (gemessen durch quantitative RNase-Protektion) im Ver- 
haltnis zum Titer der infektiosen Einheiten bestimmt. In Immunfluoreszenzstudien wurde 
deutlich, dass sowohl die RNA-Replikation als auch die Ausbreitung der Infektion in Zellkul- 
tur unter dem Einfluss verschiedener Proteasom-Inhibitoren stark reduziert ist. Die Reduktion 
der RNA-Replikation in den infizierten und mit Proteasom-Inhibitoren behandelten Zellen 
wurde erfindungsgemafi durch Messung der RNA-Replikationsprodukte via RNase- 
Protektion bestatigt. 

[0062] Weiterhin wurde durch die Verwendung von Western-Blotkinetik-Studien festgestellt, 
dass die Virusfreisetzung von BVDV-infizierten Zellen signifikant reduziert ist, wenn diese 
Zellen kurze Zeit nach einer Infektion mit Proteasom-Inhibitoren behandelt wurden. 
[0063] In uberraschendem Gegensatz dazu wurde in einem weiteren Teil der Erfindung fest- 
gestellt, dass die verschiedenen Substanzklassen von Proteasom-Inhibitoren nur geringe Ef- 
fekte auf die Replikation von persistent in MDBK- bzw. Huh-7 -Zellen transfizierte BVDV- 
und HCV-RNA-Replikons haben. Diese Ergebnisse zeigten, dass Proteasom-Inhibitoren nicht 
oder nur in geringem MaBe mit folgenden durch virale Elemente und Faktoren katalysierten 
Vorgangen interferieren: (i) Mit der Translation der viralen RNA uber das in der 5'-UTR ent- 
haltene IHRES (interne Ribosomen-Eintrittsstelle) -Element; (ii) Mit der von den viralen Pro- 
teasekomplexen NS3/NS4A bzw. NS2-NS3 mediierten Proteolyse des Nicht- 
Strukturpolyproteins; (iii) Mit der von den viralen Proteinen NS3, NS4A, NS4B, NS5A, 
NS5B (und hypothetischen Zwischenprodukten des Nicht-Strukturpolyproteins) und den 
nicht-translatierten Regionen des Genoms katalysierten Replikation der viralen RNA. Die 
Targets klassischer anti-viraler Substanzen, d.h. die IRES, die viralen Proteasen, die NS3- 
ATPase/RNA-Helikase sowie die NS5/NS5B-RdRp (siehe Einleitung), werden also von Pro- 
teasom-Inhibitoren nicht oder nur geringftigig gehemmt. Die drastische Verminderung der 
Sekretion infektioser Nachkommenviren bei BehandJung infizierter Zellen mit Proteasom- 
Inhibitoren kann demnach nicht oder nicht ausschliefilich auf die zu beobachtende Verminde- 
rung der RNA-Replikationsrate zuriickgefuhrt werden, sondem muss folglich Vorgange 
betreffen, die das Virus-Entry und/oder das Uncoating und/oder die Assemblierung und/oder 
Sekretion von Nachkommenviren betreffen. 

[0064] Diese Hypothese wurde erfindungsgemafi durch Virus-Zell-Adhasionsexperimente 
und durch elektronenmikroskopische Untersuchungen untermauert. So wurde einerseits fest- 
gestellt, dass Nachkommenviren, die aus infizierten Zellen unter Proteasom-Inhibitor- 
Behandlung freigesetzt werden, bedeutend ineffizienter an Target-Zellen adharieren. Weiter- 
hin sind nach Behandlung infizierter Zellen mit Proteasom-Inhibitoren im Vergleich zu 
Mock-behandelten Zellen Unterschiede in der Anzahl der ttber Elektronenmikroskopie gene- 
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rell in den Zellen zu detektierenden Viruspartikel, Unterschiede im Verhaltnis von kompletten 
zu nicht-kompletten Virionen sowie Unterschiede in der Morphologie der sekretierten Nach- 
kommenviren festzustellen. 

[0065] In einem weiteren Teil der Erfindung wird gezeigt, dass in Gegenwart von Proteasom- 
Inhibitoren signifikante Veranderungen in der post-translationalen Modifikation der BVDV- 
und HCV-Strukturproteine, der Prozessierung des Strukturprotein-Polyproteins und der Di- 
merisierungsfahigkeit der Envelope-Proteine auftreten. Diese Veranderungen kOnnten damit 
kausal die Effekte von Proteasom-Inhibitoren auf den viralen Lebenszyklus, wie sie bei Pesti- 
viren und Flaviviren festgestellt wurden, erkaren. 

[0066] ErfindungsgemaB wird damit gezeigt, dass der hemmende Effekt von Proteasom- 
Inhibitoren auf die Virusvermehrung von verschiedenen Vertretern der Flaviviridae-Familie 
auf folgenden Mechanismen beruht: 

1 . Blockierung/Reduktion des Entry- und/oder Uncoating-Prozesses der viralen RNA. 

2. Blockierung / Reduktion des Assembly und / oder der Sekretion von Nachkommenviren. 

3. Blockierung/Reduktion der Infektiosit&t von freigesetzten Virionen. 

4. Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung. 

[0067] Diese Mechanismen implizieren, dass Proteasomen-Inhibitoren die Infektionsausbrei- 
tung von verschiedenen Mitgliedern der Flaviviridae-Familie auch in infizierten Organen blo- 
ckieren. Die ausgepragten Homologien von Pestiviren und Hepatitis-C-Viren rechtfertigt fer- 
ner die Annahme, dass Proteasomeninhibitoren eine ahnliche Wirkung bei HCV-Infektionen 
haben. 

[0068] In einem weiteren Teil der Erfindung wird gezeigt, dass primare Leberzellen relativ 
resistent gegenuber Proteasom-Inhibitoren sind (bis zu einer Konzentration von etwa 10 |iM), 
wahrend proliferierende Karzinomzellen, darunter auch Leberkarzinomzellen, bereits bei 
1000-fach niedrigeren Konzentrationen von Proteasom-Inhibitoren abgetotet werden. Das im 
Vergleich zu primaren Hepatozyten bevorzugte Absterben von Leberkarzinomzellen begriin- 
det sich in der anti-neoplastischen Wirkung von Proteasom-Inhibitoren. Damit besteht der 
wesentliche Vorteil dieser Erfindung darin, dass mit der Behandlung von Proteasom- 
Inhibitoren zwei wesentliche Effekte ausgelost werden konnen, die fur die Bekampfung von 
durch HCV-Infektionen verursachte Lebererkrankungen von groBer Bedeutung sind: Zum ei- 
nen wird die Produktion von infektiosen Viruspartikeln und damit die Infektionsausbreitung 
im Organismus gehemmt. Zum anderen wird die Entstehung, das Wachstum und die Metasta- 
sierung von Leberzelltumoren verhindert, welche infolge einer HCV-Infektion nach einer Per- 
sistenzphase sehr haufig auftritt. Dariiber hinaus werden bereits bestehende Leberkarzinome 
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durch die Proteasom-Inhibitoren zerstort, nicht aber die wenig oder nicht proliferierenden 
normalen Zellen der Leber. 

[0069] Aufgrund dieser neuartigen Behandlungsmethode konnen daher vielfaltige therapeuti- 
sche Effekte durch den Einsatz von Proteasom-Inhibitoren bei Infektionen mit Mitgliedern der 
Flaviviridae-Familie ausgelost werden. Neben den ausgefuhrten Vorteilen besteht ein weite- 
rer wesentlicher Vorteil darin, dass mit dieser Strategie zellulare Faktoren getroffen werden, 
welche fur den Lebenszyklus von Flaviviridae essentiell sind, die jedoch eine im Vergleich zu 
viralen Faktoren erheblich hohere genetische Stabilitat haben. Aufgrund dieser genetischen 
Stabilitat der Zielstruktur dieser neuartigen anti-viralen Strategie ist mit dem Auftreten von 
Resistenz-Erscheinungen, wie sie fur viele der bislang bekannten Inhibitoren von RNA-Viren 
beobachtet werden konnten, nicht zu rechnen. 

[0070] Die Merkmale der Erfindung gehen aus den Elementen der Anspruche und aus der Be- 
schreibung hervor, wobei sowohl einzelne Merkmale als auch mehrere in Form von Kombina- 
tionen vorteilhafte Ausfiihrungen darstellen, fur die mit dieser Schrift Schutz beantragt wird. 
Das Wesen der Erfindung liegt in der Verwendung bekannter Mittel zu einem neuen Zweck 
und in einer Kombination bekannter Elemente - den Proteasom-Inhibitoren - und einer neuen 
Wirkung - ihrem Einsatz zur Behandlung von Flaviviridae-Infektionen - die in ihrer neuen 
Gesamtwirkung einen Vorteil und den erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, dass nun- 
mehr Mittel zur Vorbeugung, Behandlung, Therapie und Hemmung der von verschiedenen 
Mitgliedern der Virusfamilie Flaviviridae (Genera: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus) verur- 
sachten Krankheiten beim Menschen und bei Tieren zur Verfugung stehen. 
[0071] In einer weiteren Ausflihrungsform der Erfindung wird ebenfalls dargestellt, dass 
durch den Einsatz von Proteasom-Inhibitoren die Produktion von BVDV von infizierten Zel- 
len verhindert werden kann. Zur L5sung dieser Aufgabe werden kultivierte Zellen mit BVDV 
(Stamm CP7, NADL) infiziert und nach Ausbreitung der Infektion in der Kultur im Verlauf 
einer Zeitkinetik BVDV-Virionen isoliert und deren Menge biochemisch quantifiziert. Damit 
wird bewiesen, dass unter Verwendung verschiedenster Proteasom-Inhibioren die Produktion 
von Virionen der Flaviviridae-Familie in einer infizierten Zelle gehemmt werden kann. 
[0072] Das in der Erfindungsbeschreibung dargestellte Prinzip der Verwendung von Protea- 
som-Inhibitoren zur Blockierung einer Infektion mit Flaviviridae ist neuartig in Hinsicht auf 
die Verwendung einer bereits bekannten Substanzklasse (den Proteasom-Inhibitoren) fiir eine 
neue Aktivitat, welche sich in folgenden therapeutischen Konzepten zusammenfassen lasst: 
[0073] die Blockierung der Produktion von infektiSsen Flaviviridae und damit die Verhinde- 
rung der Infektionsausbreitung in vivo, zum Beispiel dem Leber-Gewebe einer HCV- 
infizierten Person; 
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[0074] im Zusammenhang mit den beschriebenen Effekten auf Hepatomazellen betrifift diese 
Aktivitat auch die Induktion des Absterbens von Leberkarzinomzellen, welche in direkter o- 
der indirekter Folge einer Infektion mit HCV entstanden sind. 

[0075] Gleichzeitig ist die Verwendung von Proteasom-Inhibitoren auch neuartig hinsichtlich 
des Anwendungsprinzips. Bislang sind keine Substanzen/ Prinzipien/ Methoden bekannt, 
welche vorwiegend frilhe oder spate Prozesse der Replikation von Flaviviridae, speziell die 
Freisetzung von infektiosen Virionen beeinflussen. Weiterhin ist neu, dass die Verwendung 
von Proteasom-Inhibitoren zur Blockierung des Lebenszyklus von Flaviviridae fuhrt. Neuar- 
tig ist die bei der Applikation von Proteasom-Inhibitoren erheblich geringere Wahrscheinlich- 
keit der Entstehung von Resistenzmechanismen im Vergleich zu bisherigen anti-viralen Me- 
thoden, die bei der Behandlung von RNA-Virus-Infektionen eingesetzt werden. Dies ist be- 
griindet durch die Tatsache, dass Proteasom-Inhibitoren weniger essentielle Komponenten des 
Virus direkt treffen, als vielmehr auf zellulare Funktionen wirken, die offenbar fiir die Virion- 
genese wichtig sind. Die ist spezifisch messbar an den Effekten die Proteasom-Inhibitoren auf 
die Modifikation und Prozessierung sowie das Assoziationsverhalten der Virus- 
S trukturproteine . 

[0076] Neuartig ist weiterhin das Prinzip der Wirkung von Proteasom-Inhibitoren, die zwar 
nicht die Initiation der Virusinfektion, wohl aber die Produktion von infektiosen Virusparti- 
keln von bereits mit Flaviviridae infizierten Zellen verhindern. Dadurch wird wesentlich die 
Menge an infektiosen Virionen (Viruslast) und somit die Infektionsausbreitung in vivo redu- 
ziert. 

[0077] Aus der Summe dieser neuartigen Mechanismen lasst sich feststellen, dass die ver- 
minderte Freisetzung von noch dazu wenigen oder gar nicht infektiosen Viruspartikeln im 
Netto-Effekt im Falie einer in vzvo-Anwendung von Proteasom-Inhibitoren die Menge an in- 
fektiosen Virionen in einem infizierten Organismus verringern sollte. Im Falie von HCV ist 
die Anwendung von Proteasomen-Inhibitoren allein oder in Kombination mit bereits ange- 
wendeten anti-viralen Therapien besonders attraktiv. . 



[0078] Die Erfindung soli anhand von Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert werden, ohne 
auf diese Beispiele beschrankt zu sein. 



WO 03/084551 




CT7DE03/01213 



Ausfuhrungsbeispiele 

Beispiel 1: 

Primare Tupaia-Hepatozvten sind relativ resistent gegenuber den toxischen Effekten von Pro- 
teasom-Inhibitoren. Im Vergleich dazu sind proliferierende Zellen. darunter auch Leberkarzi- 
nom(HepatomaVZelllinien erheblich sensitiver gegenuber den toxischen Eff ekten von Protea- 
som-Inhibitoren. 

[0079] Das UPS ist in zahlreiche zellulare Mechanismen involviert. Dementsprechend kann 
eine vollstandige Inhibition der Proteasom-Aktivitat auf lSngere Zeit nicht mit der Vitalitat 
einer Zelle vereinbart werden. Jedoch zeigen verschiedene Zelltypen unterschiedliche Sensiti- 
vitat gegenUber der toxischen Wirkung der Inhibitoren. Dabei ist auffallig, dass sich rasch tei- 
lende und/oder aktivierte Zellen in der Regel eine hdhere Sensitivitat gegenuber Proteasom- 
Inhibitoren besitzen im Vergleich zu ruhenden und/oder nicht aktivierten Kulturen. Darauf 
beruht die anti-neoplastische Wirkung der Proteasom-Inhibitoren. Um die Toxizitat von Pro- 
teasom-Inhibitoren auf verschiedene Zelllinien in Kultur (MDBK, BHK-21 -Zellen), darunter 
auch humane transformierte Hepatomazellen (Huh-7) zu testen, wurden Dosis- 
Limitierungsstudien mit Proteasom-Inhibitoren durchgefiihrt. Im Vergleich dazu wurden die 
gleichen Dosis-Limitierungsstudien mit Proteasom-Inhibitoren mit primaren Hepatozyten 
durchgefiihrt. 

[0080] Als Beispiel fur primare Hepatozyten wurden Hepatozyten aus 10-12 Wochen alten 
Tupaias {Tupaia-belangeri) gewonnen, die entsprechend den internationalen Richtlinien zur 
Versuchstierhaltung gehalten und behandelt wuu-den. Tupaias wurden aus dem Grund gewahlt, 
weil in einem kurzlich erschienenen Report Tupaia-Hepatozyten als mogliches in vitro- 
Infektionsmodell filr Hepatitis-C-Virus vorgeschlagen wurde (Zhao et al., 2002). Gewinnung 
und Zuchtung der primSren Hepatozyten erfolgte entsprechend dem Protokoll von Kock et al. 
(2001). Die Tupaia-Hepatozyten wurden in einer Dichte von 2 x 10 6 bis 3 x 10 6 Zellen/ml 
Williams E-Medium (2 ml pro well) auf Kollagen-beschichteten Platten (Becton Dickinson 
Co., Bedford, Massachusetts, USA) ausgebracht. Parallel-Kulturen wurden mit steigenden 
Dosen bestimmter Proteasom-Inhibitoren, im folgenden als PI bezeichnet, G^weils 10 jiM, 5 
|aM, 1 jaM, 100 nM, 20 nM, 10 nM und 1 nM) fur 30 Stunden behandelt. Etwa alle 12 Stun- 
den wurden die Zellen hinsichtlich Morphologie und Vitalitat lichtmikroskopisch untersucht. 
Zusatzlich wurde deren Funktionalitat mittels Fluoreszenzvitalfarbung mit Fluoreszeindiacetat 
(FDA) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) bestimmt (Yagi et al, 2001). FDA wird aktiv und 
praferenziell von Hepatozyten aufgenommen und dort mittels einer Lipase, die exklusiv in 
Hepatozyten exprimiert wird, in Fluoreszein konvertiert und bewirkt die Fluoreszenzfarbung 
des Zytoplasmas, ein Zeichen fur die Funktionsfahigkeit und Vitalitat von Hepatozyten. In 
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diesem Experiment wurden die behandelten und unbehandelten Tupaia-Hepatozyten mit 
FDA-haltigem Williams E-Medium (5 |ag/ml) fur 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlie- 
Bend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und die Vitaliat der Hepatozyten mittels eines 
inversen Epifluoreszenzmikroskops beurteilt. Alle Kulturen, die mit bis zu 1 ^iM PI behandelt 
wurden, zeigten weder eine morphologische VerSinderung noch Hinweise auf eingeschrankte 
Vitalitat, d.h. sie waren nicht zu unterscheiden von unbehandelten Hepatozyten. Bei Behand- 
lung mit 5 ^iM PI oder hoher wurden in den Nicht-Hepatozyten, die in Kulturen von primaren 
Hepatozyten immer mit vorliegen, deutliche morphologische Veranderungen wie zum Bei- 
spiel abgerundete Zellen und intrazellulare Vakuolenbildung beobachtet. Die Vitalitat der He- 
patozyten dagegen war nicht verandert gemaB visueller Beurteilung und Fluoreszenzintensi- 
tat Erst ab einer Konzentration von 10 \xM PI traten erste Zeichen einer toxischen Wirkung 
auch in Hepatozyten auf. Ahnliche Ergebnisse wurden mit unterschiedlichen PI, wie zum Bei- 
spiel Lactacystin und Epoxomicin, beobachtet. Zusammengefasst kann festgestellt werden, 
dass primare Tupaia-Hepatozyten relativ hohe Konzentrationen von bis zu ca. 10 \xM Protea- 
som-Inhibitor tolerieren konnen. 

[0081] Um den Effekt von Proteasom-Inhibitoren auf proliferierende Zellen und vor allem 
auch proliferierende Hepatoma-Zellen zu testen, wurden verschiedene immortale Zelllinien 
animalen und humanen Ursprungs kultiviert. In der Regel wurden die Zellen in Dulbeccos' 
modifiziertem Eagle's Medium (DMEM) (Gibco) kultiviert, das mit folgenden Komponenten 
angereichert war: 2% (v/v) Aminosaure Stammlosung (0.712 g L-Alanin, 1.2 g L- 
Asparaginsaure, 2.8 g Glyzin, 1 g Prolin bezogen auf 800 ml LSsung); 0.1 mg/1 d-Biotin 
(Sigma-Aldrich); 25 mg/1 Hypoxanthin (Sigma-Aldrich), 3.7 g/1 NaHC0 3 (Merck, Darm- 
stadt), 10% (v/v) fotales, hitze-inaktiviertes Kalberserum (Biochrom AG, Berlin); 100 Einhei- 
ten/ml Penicillin;. 100 |ig/ml Streptomycin (Biochrom AG, Berlin). Einerseits wurden BHK- 
21- und MDBK-Zellen getestet, fur die bekannt war, dass sie mit Flaviviren oder Pestiviren 
infiziert werden konnen. Als Beispiel fur eine Hepatomazelllinie wurden Huh-7-Zellen ver- 
wendet; diese Zellen untersttitzen als bisher einzige Linie die Replikation von HCV-Replikon- 
RNAs (Lohmann et aL, 1999). Die Zellen wurden bei einer niedrigen Dichte von etwa 0.5 x 
10 6 auf einer 6-well Platte ausgesat. Etwa 24 Stunden spater wurde das Medium gewechselt 
und in Parallel-Ansatzen mit unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener Proteasom- 
Inhibitoren versetzt Die Vitalitat der Zellen wurde etwa 30 Stunden spater entweder lichtmik- 
roskopisch (Begutachtung der Zellmorphologie) oder uber einen Trypanblau-Ausschlusstest 
uberpriift. Bei den drei genannten Zelllinien lieBen sich erst bei Konzentrationen von <20nM 
der verschiedenen Proteasom-Inhibitoren keine negativen Effekte auf die Vitalitat der Zellen 
feststellen. Damit wurde deutlich, dass proliferierende Zellen, speziell proliferierende Hepa- 
tozyten im Vergleich zu primaren Hepatozyten erheblich sensitiver sind gegenuber der toxi- 
schen Wirkung von Proteasom-Inhibitoren. In den nachfolgend geschilderten Beispielen wur- 
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den die verschiedenen Proteasomen-Inhibitoren bei einer Konzentration von 10 nM einge- 
setzt. 

Beispiel 2: 

Die Behandlung von Flaviviridae-mfizierten Zellkulturen mit moderaten Konzentrationen 
von Proteasomen-Inhibitoren reduziert drastisch die Freisetzung und Ausbreitung infektioser 
Nachkommenviren. 



[0082] In einem Kontrollexperiment sollte zunachst getestet werden, welchen Effekt eine 
Vorbehandlung der Zellen mit Proteasomen-Inhibitoren auf eine Infektion mit verschiedenen 
F/av/v/r/^ae-Mitgliedern hat. Dazu wurden nicht-infizierte MDBK-Zellen und BHK-21- 
Zellen in Parallel-Ansatzen fllr unterschiedliche Zeitraume in Zellkulturmedium gehalten, das 
mit verschiedenen PI (Konzentration 10 nM) versetzt wurde. Die Zeitintervalle dieser Be- 
handlung reichten dabei von 1-8 Stunden. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewa- 
schen und nachfolgend mit einem geringen Volumen an Pestivirus (BVDV CP7) oder Flavivi- 
rus (West-Nil-Virus)-haltigem Kulturmedium bei einer MOI von 1-5 versetzt 
(MOI==multiplicity of infection=Anzahl der pro Zelle eingesetzten infektosen Viruspartikel; 
diese war zuvor durch Virustitration ermittelt worden). Nach einer Infektionsphase von etwa 
einer Stunde bei 37°C wurde iiberschiissiges und/oder nicht infektioses Virus durch einen 
Waschschritt mit PBS entfernt und die infizierten Zellen mit frischem Kulturmedium weiter 
geziichtet. Nach einem Replikationszyklus, d.h. etwa 12 Stunden (West-Nil-Flavivirus) bzw. 
30 Stunden (BVDV) wurde der virushaltige Kulturiiberstand der Zellen abgenommen. Da es 
sich bei BVDV CP7 und West-Nil-Virus um zytopathische (zp) Viren handelt, lieG sich zu 
diesen Zeitpunkten in der Regel ein zytopathischer Effekt der Virusinfektion (ZPE) bei den 
infizierten Zellen feststellen. Der ZPE kann lichtmikroskopisch durch das Abrunden, 
Schrumpfen und Ablosen infizierter Zellen von der Kulturplatte festgestellt werden. Daruber 
hinaus wurde in parallel durchgefuhrten Immunofluoreszenztests mit spezifischen Antikor- 
pern gegen virale Proteine (gemessen wurde dabei ausschlieBlich die replikationsabhangige 
Synthese dieser Proteine) gezeigt, dass zu diesen Zeitpunkten in praktisch alien Zellen virale 
Replikation festgestellt werden kann (Standardprotokoll; siehe auch Behrens et al., 1998). Die 
Anzahl der im Kulturmedium enthaltenen infektosen Viruspartikel wurde uber eine End- 
punkt-Titration (Standardprotokoll) auf nicht-infizierten BHK (West-Nil-Flavivirus) bzw. 
MDBK- (BVDV)-Zellen festgestellt. Aufgrund des zytopathischen Charakters beider Viren 
lieli sich der Titer durch die Formation von Plaques im Zellrasen mikroskopisch oder uber 
Immunfarbeverfahren eines der viralen Proteine (Standardprotokolle) ennitteln. Zur Bestim- 
mung der im Zellkulturiiberstand insgesamt enthaltenen relativen Anzahl an Virusgenomen 
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wurde .ein defmiertes Volumen des Zellkultur-Oberstandes auf eine Endkonzentration von 
0.5% (m/v) SDS (Sodium Dodecylsulfat), 150 mM NaCl und 50 mM Tris/Cl pH 7.5 gebracht 
und die enthaltenen Proteine durch Zugabe von 20|ig/ml des Enzyms Proteinase K (PK) 
hydrolysiert. Die verbliebenen Nukleinsauren wurden durch eine Phenol- und eine nachfol- 
gende Chloroform-Extraktion gereinigt und durch Ethanol prazipitiert (Standard-Protokolle). 
Die in dem Zell-Uberstand enthaltene virale RNA wurde durch ein von Behrens et al (1998) 
und Grassmann et al (1999) entwickeltes spezielles RNase-Protektionsverfahren quantifi- 
ziert. Das generelle Prinzip dieser Detektionsmethode beruht auf dem Einsatz kurzer durch 
Transkription in vitro (Standardprotokoll) hergestellter [ 32 P]-markierter RNA-Molekule 
("Probes"), die eine zu den viralen RNA-Molekiilen komplementare ("anti-sense") Orientie- 
rung aufweisen. Nach Hybridisierung der Proben an die virale RNA werden durch Umsetzung 
mit den einzelstrang-spezifischen Ribonukleasen A und Tl nicht gepaarte Bereiche der RNA 
verdaut und die Anzahl der doppelstrangigen ("RNase-protegierten") viralen RNA-Molekule 
uber die Messung der gleichfalls protegierten, markierten Probe-Molekule quantifiziert 
(Grassmann et al 9 1999). Durch Bildung des Verhaltnisses der insgesamt in einem bestimm- 
ten Volumen Zelluberstand enthaltenen Virusgenome und der durch Titration ermittelten An- 
zahl der infektiosen Nachkommenviren wurde die spezifische Infektiositat der neu assemb- 
lierten Nachkommenviren ermittelt. In Fig. 1 ist gezeigt, dass eine Vorbehandlung der Wirts- 
zellen mit verschiedenenen PI einen verhaltnismafiig geringen Effekt auf eine nachfolgende 
Virusinfektion hat: Sowohl der Titer als auch die spezifische Infektiositat von Nachkommen- 
viren sind bei einer Flavivirus und Pestivirus-Infektion, die nachfolgend auf eine Behandlung 
der entsprechenden Wirtszellen mit Proteasom-Inhibitoren durchgeftihrt wurde, im Vergleich 
zu einer Kontrolle mit Mock-behandelten Zellen geringfugig oder nicht verandert. 
[0083] In einem weiteren Kontrollexperiment wurde uberpruft, ob eine direkte Behandlung 
von Flaviviridae-Viruspartikeln mit Proteasom-Inhibitoren einen Einfluss auf die Infektiositat 
der Viren hat. Dazu wurden Kulturmedium-OberstSnde infizierter Zellen, die eine definierte 
Anzahl an West-Nil-Flavivirus bzw. BVDV-Viruspartikeln enthielten (diese wurde zuvor 
durch Virustitration ermittelt), mit verschiedenen PI (Konzentration wie in den oben be- 
schriebenen Experimenten lOnM) versetzt und ftir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Es wurde 
festgestellt (Fig. 2), dass durch die Behandlung des Virusuberstandes mit Proteasom- 
Inhibitoren die Anzahl an infektiosen Einheiten im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrol- 
le nicht wesentlich reduziert wurde. 

[0084] Damit kann folgendes festgestellt werden. 1. Die Behandlung von Viruspartikeln ver- 
schiedener Vertreter der Flaviviridae mit Proteasomen-Inhibitoren hat keinen oder nur einen 
geringen Einfluss auf die Infektiositat dieser Virus-Partikel. 2. Die Vorbehandlung der Zellen 
ftir maximal 8 Stunden mit Proteasomen-Inhibitoren hat keinen Einfluss auf eine sich der Be- 
handlung anschlieitende Infektion der Zellen durch Flaviviridae; d.h., die fur die Virusinfek- 
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tion wichtigen zellularen Strukturen an der Zellmembran werden durch die Proteasom- 
Inhibitoren nicht oder kaum beeinflusst. 

[0085] Um den Einfluss von Proteasornen-Inhibitoren auf die sich dem unmittelbaren Infekti- 
onsvorgang anschliefienden Ereignisse einer Flaviviridae-lnfektion wie Virus- 
Entry/Internalisierung, Uncoating, RNA-Replikation sowie Assembly und Sekretion sowie 
Infektiositat von Nachkommenviren (siehe Einleitung) zu untersuchen, wurden BHK- und 
MDBK-Zellen mit dem West-Nil-Flavivirus bzw. mit dem BVDV in einer Reihe von Paral- 
lel-Ansatzen in der oben genannten Weise infiziert. Nach dem Waschen der infizierten Zellen 
mit PBS wurden diese in frischem Medium aufgenommen, das mit 10 nM verschiedener PI 
versetzt wurde. Nach 12 (West-Nil-Flavivirus) bzw. 30 Stunden Inkubationszeit bei 37°C 
wurde der Kulturiiberstand in der beschriebenen Weise gewonnen. Die Zellen wurden im An- 
schluss an den genannten Infektionszeitraum mit einem Rubber-Policeman von der Kultur- 
platte abgekratzt, in PBS gewaschen und fur die weitere Verwendung auf Eis gehalten oder 
eingefroren. Die Anzahl neu assemblierter Nachkommenviren bzw. deren spezifische Infekti- 
ositat wurde uber Virustitration und das genannte RNase-Protektionsverfahren aus dem Kul- 
turiiberstand ermittelt. Zur Messung der intrazellularen Replikation wurde die virale RNA aus 
den infizierten Zellen gewonnen. Dazu wurden die Zellen in einem Lysepuffer (50 mM 
Tris/CI pH 8, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl 2 , 0.5% v/v NP40) fxir 10 Minuten auf Eis aufge- 
schlossen, die Zellkerne uber eine Zentrifugation bei 1000 g abgetrennt und die virale RNA 
aus dem Zytoplasma durch PK-Verdau, Phenol- und Chloroformextraktion sowie Ethanol- 
Prazipitation gewonnen. Die Anzahl der in den Zellen enthaltenen viralen RNA- 
Replikationsprodukte (Minus-Strang RNA Intermediat und neu synthetisierte Plus-Strang 
RNA) wurde durch RNase-Protektion quantifiziert. Um die bei verschiedenen Infektionsexpe- 
rimenten auftretende Variation der Zellzahl auszugleichen, wurde folgendermafien verfahren: 
Durch Messung der optischen Dichte (OD 260 ; Standard-Protokoll) wurde die Gesamtmenge 
der extrahierten zytoplasmatischen RNA bestimmt (in fhiheren Arbeiten konnte gezeigt wer- 
den, dass auch bei effizient replizierenden Viren nur ein Bruchteil der Gesamt-Zytoplasma- 
RNA virale RNA ist) und eine defmierte Quantitat dieser RNA in den RNase- 
Protektionsexperimenten eingesetzt. In Fig. 3-5 ist gezeigt, dass sowohl die RNA- 
Replikationsrate als auch die Anzahl an freigesetzten Nachkommenviren infolge der Behand- 
lung der Zellen mit PI nach der Infektion signifikant herabgesetzt war. Dabei konnten aller- 
dings deutliche Unterschiede zwischen den PI beobachtet werde: So war der Effekt von Lac- 
tacystin gering, wahrend eine Behandlung mit Epoxomycin oder einem Proteasominhibitor Pi 
maximale Wirkung zeigte, d.h. eine Reduktion der RNA-Replikationsrate um ca. einen Faktor 
von 5-10 und Reduktion der Anzahl freigesetzter Nachkommenviren um mehrere Log-Stufen. 
Es konnte auch eine deutliche Reduktion der spezifischen Infektiositat, d.h. des Verhaltnisses 
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der Anzahl der im Uberstand detektierbaren RNA-Genome zu der Anzahl der im Titrati- 
onstest ermittelten infektosen Einheiten (um etwa einen Faktor 50-100) ermittelt werden. 

[0086] Um zu testen, ob die festgestellte geringere Infektiositat der Nachkommenviren durch 
eine verminderte Adhasionsfahigkeit der Viruspartikel an die Zielzelle bedingt ist, wurde fol- 
gendes Experiment durchgeftihrt: BHK- und MDBK-Zellen wurden in parallelen Ansatzen 
mit West-Nil-Flavivirus- bzw. BVDV-haltigen Uberstanden versetzt, die aus Pl-behandelten 
bzw. nicht-behandelten Infektionsexperimenten gewonnen worden waren. Wichtig war in die- 
sem Zusammenhang, dass eine jeweils identische MOI bei der Infektion eingesetzt wurde. 
Nach einer Inkubationsphase bei 4°C fur eine Stunde wurde ein Teil der Zellen fur eine Stun- 
de auf 37°C gebracht, der andere Teil der Zellen wurde sofort weiter aufgearbeitet. Die Zellen 
wurden durch Abkratzen von der Platte gewonnen, und aus den jeweiligen Ansatzen wurde 
anschlieBend die Gesamt-RNA durch PK-Verdau und Phenol- und Chloroform-Extraktion 
gewonnen. Das Verhaltnis der bei 4°C an die Zellen adharierten und bei 37°C verbliebenen/ 
internalisierten viralen RNA-Genome wurde anschlieBend uber eine RNase-Protektion quanti- 
fiziert. Dabei wurde deutlich, dass die Viruspartikel, die als Nachkommenviren aus Protea- 
som-Inhibitor behandelten Zellen sekretiert wurden, erheblich weniger infektios sind als Vi- 
ren, die aus unbehandelten Zellen gewonnen wurden. 



[0087] Konsequenterweise lieB sich in Zellkulturen von mit Flavi-, und Pestiviren infizierten 
Zelllinien in Gegenwart von Proteasomen-Inhibitoren eine deutliche Verminderung der Infek- 
tionsausbreitung feststellen. Letztere Tatsache lieB sich durch Immunfluoreszenztests beson- 
ders eindrucksvoll belegen: Wahrend bei einer Infektion unter Mock-Behandlung typische 
Plaqueformationen der infizierten Zellen unter dem Mikroskop ausgemacht werden - dies ist 
eine Folge der horizontalen Ausbreitung der Virusinfektion - war dies unter PI-Behandlung 
nicht der Fall (Fig. 5). 

[0088] Zusammengefasst verdeutlichen diese Experimente, dass die Behandlung infizierter 
Zellen mit Proteasom-Inhibitoren zu einer Blockierung/Reduktion der Replikationsrate der 
viralen RNA in infizierten Zellen, zu einer Blockierung/Reduktion der Freisetzung von neuen 
Virionen und zu einer Blockierung/Reduktion der Infektiositat von freigesetzten Nachkom- 
menviren fuhren. Als Konsequenz wird die Infektionsausbreitung der Viren vermindert. Die 
Beobachtung, dass Proteasom-Inhibitoren den Lebenszyklus sowohl von Flaviviren als auch 
Pestiviren maBgeblich inhibieren, erlaubt den Ruckschluss, dass diese Mittel in ahnlicher 
Weise auch auf die Infektion und auf die Infektionsausbreitung anderer Mitglieder der Flavi- 
v/Wafae-Familie wie Hepatitis-C-Viren und GB-Viren wirken, fur die bisher keine infektiosen 
Zellkultursysteme etabliert werden konnten. 
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Beispiel 3: 

Proteasomen-Inhibitoren haben nur geringe Effekte auf die intrazellulare Replikation von 
BVDV- und HCV-RNA. 

[0089] Zur eingehenderen Untersuchung des Effektes von Proteasom-Inhibitoren auf die in- 
trazellulare Replikation des viralen RNA-Genoms wurde auf Zelllinien zuriickgegriffen, die 
ein persistentes BVDV-RNA-Replikon oder ein persistentes HCV-RNA-Replikon enthalten 
(Fig. 7 und 8). Fur die Herstellung dieser Zelllinien (MDBK fur BVDV, Huh-7 fur HCV) 
wurden bizistronische RNA-Replikonkonstrukte verwendet, die neben dem fur die viralen 
Proteine kodierenden ORF noch ein weiteres Gen enthalten, das fur einen Selektionsmarker 
kodiert, also zum Beispiel das Gen fur Hygromycin-B-Phosphotransferase. Hygromycin-B- 
Phosphotransferase inaktiviert das Antibiotikum Hygromycin B, einen Inhibitor der zellularen 
Translation. In den bizistronischen Konstrukten wird das heterologe Gen fiber die IRES der 
viralen 5'-UTR translatiert; die Expression der viralen Gene erfolgt uber eine zusatzlich ein- 
gefugte IRES-Sequenz des Enzephalomyocarditis-Virus (EMCV). Im Falle von BVDV wurde 
fur die Herstellung einer persistent transfizierten MDBK-Zelllinie naturgemaB ein nichtzyto- 
pathisches (nzp), NS2-3-kodierendes Replikon verwendet (siehe Einleitung und Fig. 7 und 8). 
Im Falle von HCV wurde eine NS3-exprimierende RNA zur Herstellung persistent transfizier- 
ter Huh-7-Zelllinien verwendet; diese induziert keinen ZPE (Lohmann et al, 1999). Nach 
Transfektion der durch in v/Yro-Transkription gewonnenen RNAs (Standardprotokolle) wur- 
den die Zellen unter selektionierenden Bedingungen, das heifit in der Gegenwart von 500 
p,g/ml Hygromycin, iiber mehrere Wochen geztichtet. Da unter diesen Bedingungen nur Zel- 
len uberleben, die eine effiziente Hygromycin-Resistenz aufweisen, wurden so homogene 
Zelllinien selektioniert, die das entsprechende M Hyg-bici ,! -BVDV- oder M Hyg-bici n -HCV- 
Replikon persistent enthalten. Der Vorteil dieses Replikon-Zell systems besteht vor allem dar- 
in, dass Effekte auf die RNA-Replikation unabhSngig von Virus-Entry/Internalisierung, Un- 
coating bzw. der Assemblierung und Sekretion von Nachkommenviren untersucht werden 
konnen. Die Hyg-bici-BVDV oder Hyg-bici-HCV-Replikon-Zelllinien wurden fur 24 bis 30 
Stunden mit verschiedenen PI behandelt (siehe unten). Die Auswirkungen der Proteasom- 
Inhibitoren auf die intrazellulare Replikation der viralen RNAs wurde wiederum durch Mes- 
sung der Replikationsprodukte der viralen RNAs durch quantitative RNAse-Protektion be- 
stimmt. Altemativ wurde der Effekt der Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren auf die virale 
RNA-Replikation wie in. Beispiel 2 beschrieben iiber Immunofluoreszenz-Tests oder durch 
Immunoblot-Verfahren (Standardprotokolle) verfolgt. Es wurde festgestellt, dass verschiede- 
ne PI keinen oder einen nur geringen Einfluss auf die intrazellulare RNA-Replikation von 
BVDV- und HCV-RNA haben: In Fig. 7 und 8 ist gezeigt, dass die Replikationsrate der Hyg- 
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bici-BVDV- oder Hyg-bici-HCV-Replikon-RNAs bei Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren 
nur geringfugig (d.h. um max 10%) sinkt 

[0090] Diese Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition des zellularen Proteasoms keinen oder 
nur einen sehr geringen Einfluss auf die Translation der viralen RNA, auf die Prozessierung 
des viralen Nicht-Struktur Polyproteins und auf die Katalyse der beiden Replikationsschritte 
der viralen RNA hat. Aufgrund der Diskrepanz zu den Ergebnissen mit infizierten Zellen - 
wie in Beispiel 2 beschrieben, lieB sich in diesen Fallen ein klarer Effekt von PI auf die RNA- 
Replikation feststellen - konnte geschlossen werden, dass Proteasom-Inhibitoren offenbar 
Vorgange wie Virus-Entry/Internalisierung und/oder -Uncoating inhibieren, die der RNA- 
Replikation vorangehen. 



Die Behandlung vo n Flaviviridae-infizierten Zellen mit Proteasom-Inhibitoren fuhrt zu Un- 
terschieden in der A nzahl der in infizierten Zellen detektierbaren VirusoartikeL zu Verande- 
rungen des Verhaltn isses kompletter zu nicht-kompletter Virionen sowie zu Veranderungen in 
der Morphologie sekretierter Nachkommenviren. 

[0091] .In den vorangegangenen Experimenten (Beispiel 2) wurde festgestellt, dass eine Inhi- 
bition der zellularen Proteasom-Aktivitat die Freisetzung von infektQsen Nachkommenviren 
drastisch reduziert. Die gleichzeitige Feststellung, dass Proteasom-Inhibitoren weder direkt 
auf die Viruspartikel noch auf die Zellmembran wirken (Beispiel 1) und auch die RNA- 
Replikation nicht beeinflussen (Beispiel 3), fuhrte zu der Hypothese, dass entweder der Entry- 
/Intemaliserungsvorgang bzw. das Uncoating oder aber die Assemblierung und die Sekretion 
von Nachkommenviren von der Inhibition des zellularen Proteasoms betroffen sein miissen. 
Zur Prufung dieser Hypothese wurden MDBK-Zellen mit BVDV infiziert und in Gegenwart 
oder Abwesenheit von 10 jxM MG132 in speziellen Kapillaren mit einem Durchmesser von 
200 urn fur weitere 30 Stunden gezuchtet. AnschlieBend wurden die Zellen chemisch fixiert 
und fur TEM prozessiert. Analog wurde mit VirusOberstanden von mit Proteasom-Inhibitor 
behandelten infizierten Monolayerkulturen bzw. Mock-behandelten Kontrollen verfahren: Die 
entsprechenden Virus-haltigen Zellkultur-Oberstande wurden in die Kapillaren transferiert, 
verschlossen, chemisch fixiert und fur TEM prapariert. Bei der elektronenmikroskopischen 
Analyse wurde deutlich, dass sich in infizierten Zellen nach einer Behandlung mit PI eine sig- 
nifikant geringere Anzahl an Viruspartikeln in zellularen Vesikeln im Vergleich zur Mock- 
Kontrolle detektieren Msst (Fig. 9). Zudem war in Pl-behandelten Zellen das Verhaltnis von 
komplett assemblierten zu nicht-komplett assemblierten Virionen stark zu ungvinsten der 
komplett assemblierten Viruspartikel verschoben. Beim Vergleich der aus PI und Mock- 
behandelten Zellen gewonnenen virus-haltigen Uberstande wurde deutlich, dass die Morpho- 



Beispiel 4: 
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logie der unter PI-Behandlung sekretierten Viren im Vergleich zu Wild-Typ Viren deutlich 
verandert ist (Fig. 9). Diese Befunde stutzen die Vorstellung, dass der inhibierende Effekt von 
Proteasom-Inhibitoren auf eine Infektion mit Flaviviridae den Assemblierungs und/oder den 
Sekretionsprozess der Nachkommenviren betrifft 

Beispiel 5: Behandlung von Flaviviridae-infizierten Zellkulturen mit unterschiedlichen Klas- 
sen von Proteasom-Inhibitoren reduziert drastisch die Produktion von Nachkommenviren. 
[0092] Parallelkulturen von MDBK-Zellen wurden wie in dem vorigen Beispiel beschrieben 
mit gleichen MOI des Pestivirus BVDV (CP7, NADL) infiziert. 3 Stunden nach Infektion 
wurden die Zellen geerntet, in PBS gewaschen und fttr weitere 12 Stunden kultiviert. Durch 
diesen ersten Waschschritt wurde das Input-Virus komplett aus der Kultur entfernt, und es 
konnen daher nur neu produzierte Nachkommenviren nachgewiesen werden. Nach weiteren 
12 Stunden Behandlung wurden die Zellen ebenfalls geerntet, gewaschen, in gleichen Zell- 
mengen aliquotiert und mit verschiedenen Proteasom-Inhibitoren fur 24 oder 48 Stunden be- 
handelt. Nach dieser Behandlungszeit wurden die Viren durch Zentrifugation aus identischen 
Volumen von Zellkulturiiberstanden durch Zentrifugation (99 min, 20.000xg, 4°C) gewonnen. 
Der jeweilige Zeitablauf fur Infektion, Behandlung und Virusernte ist in Figur 10 dargestellt. 
Die pelletierten Virionen wurden in SDS-Probenpuffer denaturiert und im Western-Blot mit 
anti-BVDV-core-Antikorpern analysiert. In Figur 10, Teil A wurden die Western-Blots mit 
Antikorpern angefarbt, welche das reife und prozessierte BVDV -core erkennen; in Figur 10, 
Teil B mit Antikorpern, welche auch das unreife nicht prozessierte core-Protein erkennen. 
Dabei ist deutlich zu sehen, dass eine klare Abnahme der Menge an BVDV-core-Protein auf- 
tritt, welche von der Dosis der Proteasom-Inhibitoren abhangt Der Effekt von 1 00 nM Epo- 
xomicin war etwa vergleichbar mit dem inhibitorischen Effekt von 200nM des Peptidalde- 
hyds MG132. Die Hemmung der Produktion von BVDV wurde weiterhin verstSrkt wenn die 
Behandlungsdauer auf 48 Stunden verlangert wurde (Figur 10, Teil B). Hierzu wurden Zellen 
mit den Proteasom-Inhibitoren Epoxomicin, MG132sowie mit dem beta-Lacton Lactacystin 
behandelt (Figur 1 0, Teil B). Dabei zeigte sich eine Dosis-abhangige Verringerung des core- 
Signals, welches sowohl die reife als auch die unreife Form des BVDV-core-Proteins betraf. 
Gemessen am core-Signal ist nach 48 Stunden Behandlung mit 150 nM von MG132 oder 
Lactacystein eine Abnahme der Menge von BVDV Virus auf 10 Prozent zu verzeichnen (Fi- 
gur 10, Teil B). In Ubereinstimmung mit den vorherigen Beispielen wird mit diesem Beispiel 
weiterfuhrend gezeigt, dass chemisch unterschiedliche Klassen von Proteasom-Inhibitoren die 
Produktion von BVDV-Virionen blockieren. Dies konnte anhand der biochemischen Analyse 
von pelletierten Virionen direkt nachgewiesen werden. Da dieser Effekt fur Proteasom- 
Inhibitoren der Klasse von Peptidealdehyden (MG132), Epoxyketonen (Epoxymicin), Peptid- 
vinylsulfonen (NLVS, Daten nicht gezeigt), und Lactonen (LC) nachgewiesen wurde, kann 
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somit davon ausgegangen werden, dass das 26S Proteasom fur die Produktion von BVDV und 
damit anderen Vertretem der Flaviviridae notwendig ist, beziehungsweise Proteasom- 
Inhibitoren die Replikation von Flaviviridae blockieren konnen. 

Legende zu den Figuren 

Figur 1: Effekt von PI auf eine Flavi Wndae-Infektion 

Teil 1: Effekt einer Vorbehandlung von Zellen mit PI auf eine anschlieBende Infektion mit 
Flaviviridae. 

[0093] BHK-21- bzw. MDBK-Zellen wurden fur 20 Stunden bei einer Konzentration von 
lOnM Epoxomycin (E), Lactacystin (L) bzw. dem Proteasom-Inhibitor (Pi) MG132 im Kul- 
turmedium kultiviert. Nach Waschen der Zellen mit PBS wurden diese mit West-Nil-Virus 
(BHK-21 -Zellen) bzw. BVDV CP7 (MDBK-Zellen) bei einer MOI von 1-5 infiziert. 12 bzw. 
30 Stunden nach der Infektion wurden der Titer und die spezifische Infektiositat der im Zell- 
kultur-Uberstand befindlichen Nachkommenviren (Protokolle siehe Anwendungsbeispiel 2) 
ermittelt. 

[0094} Angegeben ist der Titer infektiSser West-Nil-Virus und BVDV-Nachkommenviren, 
die nach Infektion von Pl-vorbehandelten im Vergleich zu Mock-vorbehandelten MDBK- 
bzw. BHK-Zellen freigesetzt wurden (Angaben als Verhaltnis PI-vorbehandelt/Mock- 
vorbehandelt in %; Mock-vorbehandelt = 100%). 

[0095] Angegeben ist weiterhin die spezifische Infektiositat der Nachkommenviren (Angaben 
wiederum als Verhaltnis PI-vorbehandelt/Mock-vorbehandelt in %; Mock-vorbehandelt = 
100%). Die Darstellung entspricht Mittelwerten aus drei unabhangigen Experimenten (Stan- 
dardabweichung ca. 10%). 

Fig. 2: Effekt von PI auf eine Flaviviridae-Infektion . 

Teil 2: Konsequenzen einer Vorbehandlung von West-Nil-Viren und BVDV-CP7-Viren mit 
PI auf deren Infektiositat. 

[0096] West-Nil-Virus-haltige bzw. BVDV-haltige KulturuberstSnde wurden von infizierten 
Zellen gewonnen und der Virustiter bestimmt (Protokolle siehe Anwendungsbeispiel 2). 1ml 
der OberstSnde wurden je auf eine Konzentration von 10 nM verschiedener PI (Epoxomycin, 
Lactacystin, MG132) eingestellt. Die mit PI versetzten Uberstande und eine entsprechende 
Mock-Kontrolle wurden fur 30 Stunden bei 37° (Zellkulturbedingungen) inkubiert und an- 
schlieBend zur Infektion von BHK-Zellen (West-Nil- Virus) und MDBK-Zellen (BVDV) ein- 
gesetzt Der Titer und die spezifische Infektiositat der resultierenden Nachkommenviren wur- 
den mit den unter Anwendungsbeispiel 2 beschriebenen Protokollen ermittelt. 
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[0097] Angegeben ist der Titer infektioser BVDV- und West-Nil-Virus-Nachkommenviren, 
freigesetzt aus MDBK- bzw. BHK-Zellen, die zuvor entweder mit Pl-behandelten oder Mock- 
behandelten Virus-Uberstanden infiziert wurden (Angaben als Verhaltnis PI- 
vorbehandelt/Mock-vorbehandelt in %; Mock-vorbehandelt = 100%). Angegeben ist weiter- 
hin die spezifische Infektiositat der Nachkommenviren (Angaben wiederum als Verhaltnis PI- 
vorbehandelt/Mock-vorbehandelt in %; Mock-vorbehandelt = 100%). Die Darstellung ent- 
spricht Mittelwerten aus drei unabhangigen Experimenten (Standardabweichung ca. 10%). 

Fig. 3-5: Effekt von PI auf eine Flaviviridae-Jxtfsktion 

Teil 3: Effekt einer PI-Behandlung auf bereits infizierte Zellen. 

[0098] BHK-21- und MDBK-Zellen wurden mit BVDV bzw. West-Nil-Virus infiziert (Pro- 
toko lie siehe Anwendungsbeispiel 2) und das Kulturmedium direkt im Anschluss an die In- 
fektion auf lOnM verschiedener PI (Epoxomycin (E), Lactacystin (L), MG132 (Pi)) einge- 
stellt. Nach Einstellung eines ZPE, i.d.R. 12 Stunden (West-Nil-Virus) bzw. 30 Stunden 
(BVDV) nach der Infektion, wurde der Titer und die spezifische Infektiositat der freigesetzten 
Nachkommenviren ermittelt. Daruber hinaus wurde die Replikationsrate der viralen RNAs in 
den infizierten Zellen bestimmt (Protokolle erlautert in Anwendungsbeispiel 2). 
[0099] Titer infektioser West-Nil- und BVDV-Nachkommenviren, freigesetzt aus BHK- bzw. 
MDBK-Zellen, die nach der Infektion mit der angegebenen Konzentration und fur die ange- 
gebenen Zeiten mit verschiedenen Proteasom-Inhibitoren (siehe Fig. 1 2 und 2 £) behandelt 
wurden. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Virus-Titrationen mit jeweils 
unabhangigen Mock-Kontrollen (Standardabweichung ca. 20%). 

[00100] Spezifische Infektiositat der Nachkommenviren im Verhaltnis zu den mock- 

behandelten Kontrollen angegeben als Verhaltnis PI-behandelt/Mock-behandelt in % (Mock- 
behandelt = 100%). Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten 
(Standardabweichung ca. 20%). 

[0100] Replikationsrate der Viren, ermittelt ttber RNase-Protektion der neu synthetisierten 
Positiv-Strang-RNA (Grassmann et ah, 1999) angegeben als Verhaltnis PI-behandelt/Mock- 
behandelt in % (Mock-behandelt = 100%). Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhan- 
gigen Experimenten (Standardabweichung ca. 10%). 

Fig. 6: Effekt einer PI-Behandlung Flaviviridae-infiziener Zellen auf die Ausbreitung der In- 
fektion in Zellkultur. 

[0101] MDBK-Zellen wurden entsprechend den im Detail in Ausfiihrungsbeispiel 2 erlauter- 
ten Protokollen mit BVDV CP7 infiziert und mit dem Proteasom-Inhibitor Pi behandelt. 30 
Stunden nach der Infektion wurden die Proteasom-Inhibitor-behandelten Zellen und, zum 
Vergleich, unbehandelte und sonst unter identischen Bedingungen infizierte Zellen einem 
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Immunfluoreszenztest mit anti-BVDV-NS3-Antik(5rper unterzogen (Behrens et aL, 1998). 
Gezeigt sind die durch Immunfluoreszenz des viralen NS3-Proteins sichtbar gemachten Zel- 
len (100-fach mikroskopisch vergrofiert) in a) Abwesenheit des Proteasom-Inhibitors und b) 
nach Behandlung mit 10 nM Proteasom-Inhibitor MG132 (Pi). 

Fig. 7 und 8: Effekt einer PI-Behandlung auf die Replikationsfahigkeit von BVDV- und 
HCV-Repiikon-RNA 

[0102] Organisation bizistronischer BVDV- und HCV-RNA-Replikons im Vergleich zur Or- 
ganisation des BVDV- und HCV-Gesamtgenoms. Waagerechte Linien kennzeichnen die 
nicht-translatierten Regionen (UTRs); Boxen symbolisieren die translatierten Bereiche der 
viralen RNAs. Die Art der proteolytischen Aktivitat, die an den gekennzeichneten Stellen des 
Polyproteins zur Spaltung fuhrt, ist durch ein entsprechendes Symbol unter der Spaltstelle an- 
gegeben. „Het. Gen" symbolisiert das in den bi-zistronischen RNAs exprimierte zusatzliche 
Gen (z.B. Hygromycin-B-Phosphatransferase). Aus Griinden der Prozessierung des N- 
Terminus von NS2-3 enthalt das nzp BVDV-Replikon noch einen Teil des p7-kodierenden 
Bereiches. Ein Teilbereich des N pro -Gens (N-terminale Autoprotease von BVDV) und ein 
Teilbereich des Capsid-Gens (bei HCV) dient der besseren Effizienz der IRES-mediierten 
Translation des Polyproteins Zur Generierung des authetischen N-Terminus der Proteine wur- 
de z.T. ein Ubiquitingen („Ubi") eingefligt: Auf diese Weise erfolgt die proteolytische Pro- 
zessierung des Polyproteins an dieser Stelle tiber die zellulare Ubiquitin carboxy-terminale 
Hydrolase (Behrens et aL, 1998; fur Review, siehe Lindenbach and Rice, 2001; weitere Erlau- 
terungen im Text). 

[0103] Homogene MDBK- bzw. Huh-7-Zelllinien, die das BVDV- bzw. HCV-Replikon per- 
sistent enthielten, wurden liber mindestens 30 Stunden mit den verschiedenen Proteasom- 
Inhibitoren Epoxmycin (E), Lactacystin (L) und dem Proteasom-Inhibitor MG132 (Pi) (be- 
handelt. Im Anschluss daran wurden die Zellen von der Kulturplatte gelost und die zytoplas- 
matische RNA uber die in den Anwendungsbeispielen 2 und 3 beschriebenen Verfahren ext- 
rahiert. Der Nachweis und die Quantifizierung neu synthetisierter viraler Positiv-Strang-RNA 
erfolgte durch RNase-Protektion. In der Abbildung wird die Quantitat der aus Pl-behandelten 
Zellen extrahierten viralen RNA mit der aus Mock-behandelten Zellen extrahierten viralen 
RNA verglichen: Angegeben ist das Verhaltnis der aus Pl-behandelten Zellen gewonnenen 
Quantitat an viraler RNA zu der aus Mock-behandelten Zellen gewonnenen Quantitat an vira- 
ler RNA in % (Mock-behandelte RNA = 100%). Angegeben sind die Mittelwerte aus drei un- 
abhangigen Experimenten (Standardabweichung ca. 10%). Immunofluoreszenztests ergaben 
konforme Ergebnisse (nicht gezeigt). 
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Fig. 9: Elektronenmikroskopische Studien Pl-behandelter und Mock-behandelter MDBK- 
Zellen nach Infektion mit BVDV 

[0104] MDBK-Zellen wurden entsprechend dem unter Anwendungsbeispiel 4 erlauterten 
Protokoll mit BVDV CP7 infiziert und elektronenmikroskopisch analysiert. 

Fig. 10: 

{0105] Unterschiedliche Klassen von PI blockieren die Produktion von BVDV CP7. 
[0106] MDBK-Zellen wurden entsprechend den vorherigen Anwendungsbeispielen mit 
BVDV (CP7, NADL) infiziert. Zur vollstandigen Entfernung des Inputvirus wurden die Zel- 
len gewaschen und anschlieliend fur 12 Stunden weiter behandelt, urn eine vollstandige Etab- 
lierung der Infektion zu ermoglichen. Nach erneuter Waschung wurden die Zellen fur 24 oder 
48 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen der Proteasom-Inhbitoren MG132, Epo- 
xomycin, oder Lactacystin (LC) behandelt. Die freigesetzten Viren wurden geemtet und im 
Western-blot mit anti-BVDV-core-Antikorpern analysiert, weiche entweder nur reifes (A) 
oder auch nicht prozessiertes core-(B)-Protein erkennen. 
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HAV Hepatitis-A-Virus 

HBV Hepatitis-B-Virus 
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HCV Hepatitis-C-Virus 

HDV Hepatitis-Delta- Virus 
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HEV Hepatitis-E-Virus 

HFV Hepatitis-F-Virus 

HGV Hepatitis-G- Virus 

HIV Humanes Immundefizienzvirus 

HPV Humanes Papilloma-Virus 

Huh- 7 humane transformierte Hepatomazellen 

i.d.R. in der Regel 

IFN Interferon 

IL Interleukin 

IRES interne Ribosomen-Eintrittsstelle 

kb Kilobasen 

IkB inhibitorischer Faktor IkB 

kDa Kilodalton (MaB fur Molekulargewicht) 

Ki inhibitorische Konstante 

LC Lactacystin 

LDL Low density lipoprotein 

MDa Megadalton 

MDBK Marbin Darby Bovine Kindey 

MHC Major Histocompatibilitats Komplex 

\iM micromolar 

MG132 Proteasom-lnhibitor "MGl 32" . 

mM millimolar 

MOI multiplicity of infection = Anzahl der pro Zelle eingesetzten 

infektfisen Viruspartikel 

NF-kB Transkriptionsfaktor 

NLVS 4-Hydroxy-5-iodo-3-nitrophenylactetyl-L-Leucinyl-L-Leucinyl- 

L-Leucin-vinyl-sulfon 

nM nanomolar 

nzp nicht zytopathisch 

ORF open reading frame (translationales Leseraster) 

PBS Phosphatpuffer, phosphate buffered saline 
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PCR polymerase chain reaction - Polymerase-Kettenreaktion 

PGPH Postglutamyl-Peptid hydrolysierende 

PNGase Peptid N-Glykosidase 

PI Proteasom-Inhibitor(en) 

PK Proteinase K 

PS ProScript 

PS-34 1 N-Pyrazinecarbonyl-L-Phenylalanin-L-leuzin-Borsaure 

PS-5 19 1 R-[ 1 5, 4/?, 55]]- 1 -( 1 -Hydroxy~2-methylpropyl)-4-propyl-6- 

oxa-2-azabicyclo[3.2.0]heptane-3,7-dion 

PS-273 Morpholin.CONH-(CH-Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 

PSI N~Carbobenzoxy-Ile-Glu(OBut)-Ala-Leu-H 

RdRp RNA-abhangige RNA-Polymerase 

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid) 

RNase Ribonuklease 

RT Reverse Transkriptase 

SDS Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecylsulfate) 

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 

TEM . Transmissions-Elektronenmikroskopie 

TNF Tumornekrosefaktor 

Tris Tris-Puffer - Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Ub Ubiquitin 

UCH Ubiquitincarboxyhydrolase 

UPS Ub-Proteasom-System 

UTR nicht-translatierte Region(en) (UTRs) 

zLLL N-carbobenzoxyl-L-leucinyl-L-leucinyl-L-leucinal 

zp zytopathisch 

ZPE zytopathischer Effekt der Virusinfektion 
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Patentanspruche 

1 . Mittel zur Hemmung der Freisetzung, Reifung und Replikation von Mitgliedern der Fa- 
milie Flaviviridae - Genera: Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus - dadurch gekennzeich- 
net, dass sie als wirksame Komponente mindestens einen Proteasom-Inhibitor in einer 
pharmazeutischen Zubereitung enthalten. 

2. Mittel nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass sie zur Hemmung der Freisetzung, 
Reifung und Replikation von Hepatitis-C- Virus (HCV), zur Behandlung und Prophylaxe 
von HCV-bedingten Hepatitiden, Flavivirus-bedingtem Fieber, Hamorrhagien, Leukope- 
nic, Thrombozytopenie, Durchfallerkrankungen und Encephalitiden sowie Pestivirus- 
verursachten Krankheiten eingesetzt werden. 

3. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren 
Substanzen eingesetzt werden, 

3.1. welche die Aktivitaten des Ubiquitin/Proteasom-Pathway hemmen, regulieren oder 
anderweitig beeinflussen 

3.2. die speziell die enzymatischen Aktivitaten des kompletten 26S Proteasom- 
Komplexes und 

3.3. die speziell die enzymatischen Aktivitaten des freien, nicht mit regulatorischen Un- 
tereinheiten assemblierten 20S katalytisch aktiven Proteasom-Komplexes beein- 
flussen. 

4. Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren Sub- 
stanzen eingesetzt werden, die als Proteasom-Inhibitoren von Zellen hoherer Eukaryoten 
aufgenommen werden und nach Zellaufhahme mit den katalytischen Untereinheiten des 
Proteasoms in Wechselwirkung treten und dabei .alle oder einzelne proteolytische Aktivi- 
taten des Proteasoms - die Trypsin-, die Chymotrypsin- und die Postglutamyl-Peptid 
hydrolysierenden Aktivitaten - innerhalb des 26S oder auch des 20S Proteasomkomple- 
xes blockieren. 

5. Mittel nach Anspruch 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, dass die pharmazeutischen Zube- 
reitungen neben Proteasom-Inhibitoren auch andere Mittel enthalten, welche das zellulare 
Ubiquitin-System beeinflussen, regulieren oder hemmen, wie die Aktivitaten 

5.1. der Ubiquitin-konj ugierenden Enzyme und/oder 

5.2. der Ubiquitin-hydrolysierenden Enzyme. 
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6. Mittel nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren 
Substanzen eingesetzt werden, die in verschiedenen Formen in vivo oral, intravenos, in- 
tramuskular, subkutan oder in verkapselter Form mit oder ohne Zell-Spezifitat-tragende 
Veranderungen verabreicht werden, aufgrund der Anwendung eines bestimmtes Applika- 
tions- und/oder Dosis-Regimes eine geringe Zytotoxizitat aufweisen, keine oder unbedeu- 
tende Nebenwirkungen auslSsen, eine relative hohe metabolische Halbwertszeit und eine 
relative geringe Clearance-Rate im Organismus aufweisen. 

7. Mittel nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren 
Substanzen eingesetzt werden, die 

a) in natiirlicher Form aus Mikroorganismen oder anderen naturlichen Quellen isoliert 
werden oder 

b) durch chemische Modifikationen aus naturlichen Substanzen hervorgehen oder 

c) total-synthetisch hergestellt werden oder 

d) durch gentherapeutische Verfahren in vivo synthetisiert werden. 

8. Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Proteasom-Inhibitoren Sub- 
stanzen eingesetzt werden, die folgenden Substanzklassen angehoren: 

8.a) naturlich vorkommende Proteasom-Inhibitoren: 

- Peptid-Derivate, welche C-terminal Epoxyketon-Strukturen enthalten 

- P-Lacton-Derivate 

- Aclacinomycin A (auch bezeichnet als Aclarubicin) 

- Lactacystin und dessen chemische modifizierte Varianten, wie der Zellmembran- 
penetrierenden Variante "Clastolactacystein p-Lacton M 

8.b) synthetisch hergestellte Proteasom-Inhibitoren: 

- modifizierte Peptidaldehyde, wie N-carbobenzoxy-L-leucinyl-L-leucinyl-L- 
Ieucinal (auch bezeichnet als MG132 oder zLLL), dessen Borsaure-Derivat 
MG232; N-Carbobenzoxy-Leu-Leu-Nva-H (bezeichnet als MG115; N-Acetyl- 
L-Leuzinyl-L-Leuzinyl-L-Norleuzinal (bezeichnet als LLnL), N- 
Carbobenzoxy-Ile-Glu(OBut)-AIa-Leu-H (auch bezeichnet als PSI); 

8.c) Peptide, welche C-terminal eine a,p-Epoxyketon-Struktur tragen, femer Vinyl- 
sulfone, wie 

8 .d) 1 . Carbobenzoxy-L-Leucinyl-L-Leucinyl-L-Leucin- vinyl-sulfon oder 
8.d)2. 4-Hydroxy-5-iodo-3-nitrophenylactetyl-L-Leucinyl-L-Leucinyl-L-Leucin- 
vinyl-sulfon (NLVS) 
8.d) Glyoxal- oder BorsSure-Reste, wie 

8.d)l. Pyrazyl-CONH(CHPhe)CONH(CHisobutyl)B(OH) 2 ) sowie 
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8.d)2. Dipeptidyl-Borsaure-Derivate oder 
8.e) Pinacol-Ester - wie Ben2yloxycarbonyl(Cbz)-Leu-Leu-boroLeu-Pinacol-Ester. 

9. Mittel nach Anspruch 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, dass als besonders geeignete 
Proteasom-Inhibitoren die Epoxyketone 

9. 1 . Epoxomicin (Epoxomycin, Molekulformel: CzgH^O,) und/oder 

9.2. Eponemicin (Eponemycin, Molekulformel: C 2 oH 3S N 2 05) 
eingesetzt werden. 

10. Mittel nach Anspruch 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, dass als besonders geeignete 
Proteasom-Inhibitoren aus der PS-Serie die Verbindungen 

10.1. PS-519 als P-Lacton - sowie als Lactacystin-Derivat die Verbindung 1R-[1S, 
4R,5S]]-l-(l-Hydroxy-2-methylpropyl)-4-propyl-6-oxa-2- 
azabicyclo[3.2.0]heptane-3,7-dione - Molekulformel C 12 H l9 N0 4 - und/oder 

10.2. PS-314 als Peptidyl-Borsaure-Derivat die Verbindung N-Pyrazinecarbonyl-L- 
Phenylalanin-L-Leuzin-Borsaure - Molekulformel CHzsBN^ - und/oder 

10.3. PS-273 (Morpholin-CONH-(CH-Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH)2) und 
dessen Enantiomer PS-293 und/oder 

10.4. die Verbindung PS-296 (8-Quinolyl-sulfonyl-CONH-(CH-Napthyl)-CONH(-CH- 
isobutyl)-B(OH) 2 ) und/oder 

10.5. PS-303 (NH 2 (CH-Naphthyl)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 ) und/oder 

10.6. PS-321 als (Morpholin-CONH-(CH-Napthyl)-CONH-(CH-Phenylalanin)- 
B(OH) 2 ); - und/oder 

10.7. PS-334 (CHj-NH-CCH-Naphthyl-CONHKCH-IsobutyO-BCOH),) und/oder 

10.8. die Verbindung PS-325 (2-Quinol-CONH-(CH-/zowo-Phenylalanin)-CONH-(CH- 
isobutyl)-B(OH) 2 ) und/oder 

10.9. PS-352 (Phenyalanin-CH 2 -CH 2 -CONH-(CH-Phenylalanin)-CONH-(CH- 
isobutyl)l-B(OH) 2 ) und/oder 

1 0. 1 0. PS-3 83 (Pyridyl-CONH-(CHpF-Phenylalanin)-CONH-(CH-isobutyl)-B(OH) 2 ) 
eingesetzt werden. 

11. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren der AnsprUche 1 bis 10 zur Hemmung des Entry- 
/Intemalisierungsvorganges, der Replikation sowie der Reifung und Freisetzung von 
Flaviviridae. 



12. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Hemmung von spaten 
Prozessen im Lebenszyklus von Flaviviridae. 
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13. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass Proteasom-Inhibitoren die 
Produktion von infektiSsen Virionen von Flaviviridae-infizierten Zellen weitgehend oder 
vollkommen durch Blockierung unterbinden. 

14. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass Proteasom-Inhibitoren die 
Hemmung der Freisetzung von Virionen wie auch eine nahezu vollstandige Reduktion 
der Infektiositat der freigesetzten Virionen bewirken. 

15. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass Proteasom-Inhibitoren die 
Virusvermehrung und somit die Neuinfektion von Wirtszellen und damit die Ausbreitung 
einer Infektion in vivo, im Falle von Hepatitis-C-Virus, im Lebergewebe eines Infizierten 
unterdriicken. 

16. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Hemmung der Vermeh- 
rung von Flaviviridae nach den Mechanismen 

a) Blockierung/Reduktion der Freisetzung von neuen Virionen 

b) Blockierung/Reduktion der Infektiositat von freigesetzten Virionen 

c) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung in Kulturen von Wirtszellen 

d) Blockierung/Reduktion der Infektionsausbreitung in infizierten Organen in vivo. 

17. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Unterdruckung von Flavi- 
virus-Infektionen und Pestivirus-Infektionen bei Menschen und Tieren. 

18. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Induktion des Absterbens 
von Hepato-Karzimonzellen. 

19. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 zur Unterdruckung und/oder 
Verhinderung des Entstehens von Leberzell-Karzinomen. 

20. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 und 19 zur Therapie von Pati- 
enten mit etablierten Leberzellkarzinomen. 

21. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 bis 20 zur Behand- 
lung/Bek^pfung/Verhinderung von 

21.1. HCV-induzierter Leberzirrhose und/oder 

2 1 .2. HCV-induzierten Leberzellkarzinomen 
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21.3. Medikamenten-induzierten Leberkarzinomen 

21.4. genetisch bedingten Leberkarzinomen 

2 1 .5. durch Umwelt-bedingten Leberkarzinomen und/oder 

2 1 .6. durch eine Kombination viraler und nichtviraler Faktoren bedingten Leberkarzino- 
men. 



22. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 bis 21 zur gezielten Eliminie- 
rung von Leberkarzinomzellen, welche infolge einer 

22. 1 . HC V-Infektion oder 

22.2. entsprechenden Koinfektion von HCV und Hepatitis-B-Virus (HBV) oder 

22.3. Hepatitis-Delta- Virus (HDV)/HBV/HCV-Koinfektion 

22.4. Humanes Immundefizienzvirus (HTV)/HCV-Koinfektionen oder 

22.5. HCV und Koinfektionen mit anderen Viren, Bakterien oder Parasiten 
entstehen. 



23. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 18 bis 22 zur Verhinderung der 
Entstehung, des Wachstums und der Metastasierung von Leberzelltumoren sowie zur 
bevorzugten Zerstorung von Leberkarzinomzellen in HCV-infizierten Patienten. 

24. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 1 1 zur Modulation der Expressi- 
on, Modifizierung und Aktivitat des Tumorsuppressor-Proteins p53 und anderer Tumor- 
suppressorproteine, die bei hepatozellularen Karzinomen (HCC) von Belang sind. 

25. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Leberzellregeneration bei 
Patienten mit Leberentztindung. 

26. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 1 1 zur Regeneration von Patien- 
ten nach Flavivirus-Infektionen. 



27. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 1 1 zur Regeneration von Stalltie- 
ren nach Flavivirus- oder Pestivirus-Infektionen. 



28. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 1 1 zur Reduktion der Anzahl in- 
fizierter Virus-produzierender Zellen im Leberzellgewebe. 



29. Verwendung nach Anspruch 11-14, dadurch gekennzeichnet, dass Proteasom-Inhibitoren 
die post-translationale Modifikation und proteolytische Prozessierung von Flaviviridae- 
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Strukturproteinen verandern sowie die Dimerisierungsfahigkeit der Virus-Envelope- 
Proteine herabsetzen und dadurch die Freisetzung und Infektiositat von Flaviviridae her- 
absetzen oder blockieren. 

30. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Hemmung sowohl der Er- 
haltung und Persistenz einer bereits etablierten Infektion als auch einer Sekundarinfektion 
und somit der Ausbreitung einer Infektion, einschliefilich der Blockierung der Ausbrei- 
tung einer Flaviviridae-Infektion in vivo. 

31. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 7 bis 11 in Kombination unter- 
einander zur Behandlung und BekSmpfung von HCV-bedingten Hepatitiden, Flavivirus- 
bedingtem Fieber, H&morrhagien und Encephalitiden sowie Pestivirus-verursachten 
Krankheiten. 

32. Verwendung nach Anspruch 31 in Kombination mit bereits in der anti-viralen Therapie 
von Flaviviridae-Infektionen verwendeten Therapeutika. 

33. Verwendung nach Anspruch 31 und 32 zur Behandlung von Koinfektionen verschiedener 
Flaviviren und Pestiviren. 

34. Verwendung nach Anspruch 31 und 32 zur Behandlung von Koinfektionen von HCV und 
Immundefizienzviren HIV-1 undHIV-2. 

35. Verwendung nach Anspruch 34 zur Behandlung von HCV/HIV-Koinfektionen in Kom- 
bination mit der HAART-Therapie. 

36. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Verhinderung einer Re- 
Infektion mit HCV bei Leber- und anderen Organtransplantationen. 

37. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Verhinderung einer Re- 
Infektion mit HCV bei Zelltherapien durch Gabe der Mittel vor, wahrend und nach der 
Transplantation. 

38. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Verhinderung einer Re- 
Infektion mit HCV bei der Transplantation von virusfreien Organen auf chronische 

• Virustrager, die immer Restvirus haben und neue Organe infizieren konnen wie auch bei 
der Ubertragung von Virus-haltigen Organen von Spendem auf virusfreie Patienten. 
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39. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Verhinderung der Etablie- 
rung einer systemischen Flaviviridae-Infektion unmittelbar nach Kontakt mit infektiosem 
Virus. 

40. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 1 1 zur Vorbeugung einer Flavivi- 
ridae-Infektion bei Personen mit hohem Risiko einer Neuinfektion, wie bei Arzten, Risi- 
ko-Personal in Hausern mit hohem Besucherverkehr, Drogenabhangigen, Reisenden in 
hochendemische Gebiete fur Flaviviridae, in der Krankenbehandlung oder fur Familien- 
angeh6rige von chronischen Virustragern. 

41. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 11 zur Minderung oder Eliminie- 
rung einer Leberentztindung durch Immunsystem-vermittelte Mechanismen. 

42. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 7 bis 11 zur Herstellung von Mit- 
teln und/oder pharmazeutischen Zubereitungen zur Hemmung der Freisetzung, Reifung 
und Replikation von Flaviviridae. 

43. Verwendung von Proteasom-Inhibitoren nach Anspruch 42 zur Herstellung von Arznei- 
mitteln zur Behandlung und Prophylaxe von HCV-bedingten Hepatitiden, Flavivirus- 
bedingtem Fieber, Hamorrhagien und Encephalitiden sowie Pestivirus-verursachten 
Krankheiten. 
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